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L'invention a pour objet de nouvelles molecules susceptibles d'etre 
utilisees comme vecteur de principes actifs, des molecules actives comportant un tel 
vecteur et leur utilisation dans le domaine de la pharmacie, notamment pour la preparation 
de medicaments. 

5 Les recherches actuelles sur la vectorisation des principes actifs tendent a 

ameliorer de fa9on notable non seulement le confort du malade en privilegiant les voies 
d'administration les moins traumatisantes mais egalement Tefficacite globale d'un 
m6dicament en lui conferant une affinite cellulaire qui leur fait generalement defaut et qui 
est souvent responsable d'effets secondaires indesirables. Au concept classique d'activite 

10 therapeutique se surajoute done celui de la specificite d* action qui module en fait la 
biodisponibilite du substrat 

En pratique, par exemple dans un domaine sensible tel que celui de la 
chimiotherapie anticanc6reuse, les progres observes ces dernieres ann<§es (nouvelles 
drogues, nouvelles modalites ^administration, chimio-predictivite in vitro ou in vivo, 

15 integration dans de nouveaux schemas th6rapeutiques . . .) permettent de penser que la 
qualite de la chimiotherapie va continuer a progresser si elle peut desormais se doter de 
nouveaux outils bas6s sur de nouveaux concepts de transport et de ciblage cellulaire des 
agents anticanc6reux. Afin d'augmenter l'efficacite et la dose effective de principe actif 
qui sera acheminee vers le site cancereux, il parait en effet n<§cessaire d'apporter une reelle 

20 specificite a ces medicaments et de reduire leurs effets secondaires. 

Or, la structure chimique d'un medicament conditionne a la fois ses 
proprietes physico-chimiques et son activity biologique et notamment son affinite pour les 
recepteurs membranaires. Moduler ce devenir par des modifications de la structure 
moleculaire risque d'alterer les proprietes pharmaceutiques. On est done amene a traiter le 

25 produit sur le plan "galenique 9 \ e'est a dire a s'interesser a la forme pharmaceutique 
utilisee pour son administration, ou mieux de l'encapsuler dans des structures botes ou le 
greffer sur des molecules aptes k assurer cette vectorisation. 

La vectorisation de principes actifs doit prendre en compte plusieurs 

parametres pour avoir une chance de succes : 
30 Comme nous venons de le preciser, le principe actif doit, autant que faire 

se peut, etre isole du milieu physiologique afin d'eviter toute interaction nefaste soit pour 

le medicament soit pour Torganisme. 

Le support ne doit pas alterer ou mieux doit ameliorer la biodisponibilite 

du medicament. Autrement dit, Tagent therapeutique doit etre libere au sein de la molecule 
35 cible (pref6rentiellement au niveau intracytoplasmique, dans certains cas intranucleaire) et 

y conserver sa totale activite. 



• • Toutefois cette vision du medicament, agent specifique d'un r6cepteur, 
apte a provoquer une reponse cellulaire et par la a corriger une d6faillance est. loin d'etre 
generate. Si elle est juste pour les principes actifs de type hormonaux ou analgesiques, elle 
ne s'applique pas du tout a d'autres domaines comme par exemple les traitements 
5 anticancereux. De tels substrats n'ont pas et6 concus de cette facon : ils ne possedent pas 
de specificite de reconnaissance cellulaire. Leur but est d'inhiber la multiplication 
cellulaire. Ce sont generalement des agents antimitotiques et de ce fait ils peuvent agir sur 
l'ADN de toutes les cellules, qu'elles soient cancereuses ou normales et creer ainsi certains 
troubles genants dont la manifestation la plus frequente est l'apiasie des tissus 
10 hematopoxetiques a laquelle s'ajoutent ensuite l'immuno-inhibition et les troubles digestifs. 
Depuis Installation de la chimiotherapie, les principes actifs mis an point sont de plus en 
plus puissants mais malheureusement ne font pas la distinction entre cellules cancereuses 
et cellules saines. II est ainsi regrettable qu'efficacite et s61ectivit6 en matiere de traitement 
du cancer ne puissent etre conjuguees sur un meme principe actif. 
j 5 Compte tenu de ces differentes considerations et observations, differents 

modeles vectoriels ont et6 proposes essentiellement de type macromoleculaire Iftes 
polymeres synthetiques ou naturels) et supramoleculaire (les liposomes). Parmi tous Js 
modeles de vecteurs, on peut citer notamment le developpement de petits polymer.es 
amphiphiles appeles telomeres susceptibles de moduier la balance hydrophile-lipophile|u 
20 principe actif (et done ses proprietes physico-cbimiques intrinseques) mais 6galemerit-de 
favoriser sa P 6n6tration intracellulaire et de lui assurer un ciblage cellulaire |ar 
1 Mntermediaire d* agents de reconnaissance convenablement choisis. 

"Synthesis of new cotelomers derived from 
tris(hydroxymethyl)aminomethane bearing arabinofuranosylcytosine moieties. Preliminary 
25 results on their in vitro and in vivo antitumoral activities » C. Contino, J.C. Maurizis, M. 
Oilier, M. Rapp, J.M. Lacombe, B. Pucci. Eur. J. Med. Chem., (1998), 33, 809-816. 

" Synthesis and preliminary biological assessments of a new class of 
amphiphilic telomere bearing 5-fluorouracil moieties" C.Contino, J.C. Maurizis and B. 
Pucci. Macromol. Chem., (1999), 200, 1351-1355. 

"A new strategy in biomedical and medical field : the synthesis and 
applications of telomeric structures ». P.Barthelemy, A. Polidori, B. Pucci. Transworld 
Research Network, Recents developments in organic chemistry, Trivandrum, (1999), 3, 

117-140. . 

"Synthesis and Preliminary biological assessments of RGD bearing 

35 biocompatible telomers. Sylvain Jasseron, Christiane Contino-Pepin, J ean Claude Maurizis 

, Maryse Rapp, Bernard Pucci . Bio. Med. Chem. Letters, (2002), 12, 1067-1070. 
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"Synthesis and preliminary biological assessments of a new class of 
amphiphilic telomere bearing 5-fluorouracil moieties** C.Contino, J.C Maurizis and B. 
Pucci. Macromol Chem., (1999), 200, 1351-1355 

"Amphiphilic telomers : a new kind of antimitotic drugs macromolecular 
5 carriers." Christiane Contino-Pepin, Jean-Claude Maurizis, Bernard Pucci. Curr. Med. 
Chem, - Anti-Cancer Agepts, (2002), 2, 645-665. 

Les resultats acquis au cours de ces etudes ont permis de mettre en 
evidence differents points majeurs : 

Le controle de la balance hydrophile-lipophile du substrat favorise son 
10 passage transmembranaire (« Uptake and subcellular distribution of a new fluorinated 
telomeric carrier : study on cultivated B16 melanoma and skin rat fibroblastic cells. » F. 
Chehade, J.C. Maurizis, B. Pucci, A.A. Pavia, M. Oilier, A. Veyre, F. Escaig C. 
Jeanguillaume, R. Dennebouy, G. Slodzian, E. Hindie, Cellular and Molecidar Biology, 
(1996), 42, 335-342) sans pour autant apporter un caract&re detergent et done toxique 
15 ("Efficiency of new non ionic telomeric surfactants towards the solubilization of 
subcellular fractions proteins" B. Pucci, , J.C. Maurizis et A.A. Pavia, BioOrg. Med. 
Chem Lett (1993), 3, 161-164). 

Ces polymeres amphiphiles permettent d* assurer un ciblage cellulaire 
efficace a la molecule globale et done au principe actif (**Cell targeting by glycosidic 
20 telomers -Recognition ability of galactosylated telomers by the yeast Kluyveromyces 
Bulgaricus » J. Coulon, R. Bonaly, B. Pucci, A. Polidori, P. Barthelemy, C. Contino, 
Bioconjugate Chem. (1998), 9, 152-159. "Permeability of yeast cell enveloppe to 
fluorescent galactosylated telomers derived from THAM"". C. Contino, M. Briot, J. Coulon, 
A. Polidori, R. Bonaly and B, Pucci. Bioconjugate Chem., (2000), 11, 461-468. "Synthesis 
25 and Preliminary biological assessments of RGD bearing biocompatible telomers". Sylvain 
Jasseron , Christiane Contino-Pepin, Jean-Claude Maurizis , Maryse Rapp, Bernard Pucci . 
Bio. Med. Chem. Letters, (2002), 12, 1067-1070). 

Le principe actif greffe sur le vecteur par Tintermediaire d'un bras 
espaceur peptidique adapte (hydrolysable par les enzymes cytoplasmiques) est libere au 
30 niveau intracellulaire apres passage du vecteur au travers de la membrane cellulaire 
(«Synthesis and Preliminary biological assessments of RGD bearing biocompatible 
telomers». Sylvain Jasseron , Christiane Contino-Pepin, Jean Claude Maurizis , Maryse 
Rapp, Bernard Pucci . Bio. Med. Chem. Letters, (2002), 12, 1067-1070). 

Cette methode de vectorisation permet d'accroitre de fa$on tres 
35 significative TefficacitS de l'agent anticancereux puisqu'il inhibe la proliferation des 
metastases, ralentit la croissance de la tumeur et prolonge la duree de vie des souris traitees 
d'un facteur sup^rieur k 3 par rapport aux souris temoins. 
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Malgre l'int6ret Evident presente par ces telomeres qui ont ete decrits 
dans le document WO 92/02560, un des problemes majeurs auquel sont confronts de tels 
vecteurs et qui pourrait perturber leur commercialisation et leur emploi est leur. 
polydispersite, c'est a dire leur absence de masse et de structure bien d6finies. 

Aussi, la Demanderesse s'est fixe pour objectif la conception et la 
preparation de molecules susceptibles d'etre des vecteurs de principe actif ayant une 
structure bien definie, dont la preparation soit aisee et qui facilitent 1' acheminement du 

principe actif jusqu' a sa cible. 

L'invention a done pour objet les molecules repondant a la formule (1) ci- 



10 dessous : 



• .4."^*". 



(X)x Y 
| 

PA t& 



/4 

« r 



(0 

i- 

; 'cy . 
*■ . 

dans laquelle : # 
PA represente le principe actif susceptible d'agir sur une cible biologique^ 

15 et dont on souhaite favoriser 1' acheminement jusqu'asa cible biologique ; ^ 

x represente un entier choisi parmi 0 et 1 ; . ,-. • 

X repr6sente une chaine peptidique comprenant de 1 a 5 acides amines ; 
• AAi, AA 2 , AA 3 , identiques ou differents, represented chacun un acide 



amine 



Oet 1 



a 2 , a 3 , identiques ou differents, represented chacun un entier choisi parmi 
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R represente un groupement choisi parmi un agent de ciblage et un agent 
de solubilisation. Par agent de ciblage, on entend au sens de la presente invention : une 
molecule favorisant 1' acheminement de l'ensemble de la mol6cule de formule (I) jusqu'a 
sa cible ou toute molecule susceptible d'Stre recoruiue par la cible du principe actif PA. Par 
agent de solubilisation, on entend un agent permettant la modulation de la balance HLB de 
la molecule de formule (I), notamment un agent hydrophile. Parmi les agents de ciblage 
utilisables dans'la presente invention, on pent citer les monosaccharides, les derives amines 
de sucres les polysaccharides, les hormones naturelles ou synthetiques, les peptides, les 
anticorps, et de facon g6nerale, toute molecule susceptible d'etre reconnue par la cible du 



principe actif PA. Parmi les agents de solubilisation utilisables dans la presente invention, 
on peut citer en particulier les polyols, les polyethers, les peptides, les polysaccharides. 

Y represente une chaine hydrocarbonee fluoree en C4-C12 comportant un 

O 
II 

groupement - C- , -NH-, -O-CO-NH-, S ou O permettant son rattachement, indique par les 
5 tirets — , soit a Tune des extr6mites de la chaine peptidique[AA 3 ] a 3-[AA2] a 2-[AAi] ) soit sur 

# 

la chaine laterale de 1'un des acides amines AAi, AA2, AA3 ; 

les tirets — entre PA-(X) X et la chaine [AA3] a 3-[AA 2 ] a 2-[AA 1 ] indiquent 
que la liaison de PA-(X) X avec le reste de la motecule se fait avec la chafrie laterale de Tun 
des acides amines AAi, AA 2 , AA3 ou eventuellement en extremite de la chaJne peptidique. 
10 De facon plus particuliere, le principe actif est choisi parmi toutes les 

molecules organiques ayant une activite biologique reconnue et etant susceptibles d'etre 

reliees a un acide amine au moyen d'une liaison qui peut etre choisie parmi les fonctions - 

O 
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O-CO-, -CO-NH-, -NH-CO-NH-, -NH-CO-O-, O-CO-O-, -O-, -S-, — S- , 

OOO 

II II II ^ 

— s — O— S— O- — O— P— o- 

II ' k 

o o 

I 



Parmi ces principes actifs on peut citer notamment ceux ayant une 
activite anticancereuse, antiinflammatoire, antiseptique, analgesique, neuroleptique, 
antifongique, les molecules ayant une activity anti radicaux libres. 

De fa?on generale, le principe actif pourra etre constitue d'une molecule 
20 lineaire ramifiee ou cyclique comportant de 1 a 30 atomes de carbone, une ou plusieurs 
insaturations, notamment un ou plusieurs cycles aromatiques, et une ou plusieurs fonctions 
choisies parmi : 

O 

I I! 

-0-, -S-, -OH, -SH, -CI, -F, -Br, -I, — N , -NH-, -NH 2 , — c ~ , -COH, -COOH, - 

O 
II 

. o — s- o o 

— CON^ 'I I' 11 

CONH 2 , -COO-, -CONH-, C ° N ^ , -3- , O , -O-C-O- , -NH-C-O- , 
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o s • s s >+_ n - 

II II II II -N-O 

-NH-C-NH- 3 =NH, — O-C-O— > — NH-C-0 } — NH-C-NH, -N=0, ' 1 



6 



O 



o Q 



o 



II - < I II II 

Ln_ -oJ- -O-f-H , -HC-P-OH 

I ' I Aur 



— O— P— O- 



I & 6 OH OH 

o , 



I 



Le principe actif PA est relie, par 1' intermediate d'une liaison dont la 
nature a ete exposee ci-dessus, soit a la chaine laterale de l'un des acides amines AA,, 
5 AA 2 , AA 3 , soit a l'extremitS de la chaine peptidique, eventuellement par l'interm6diaire 

d'une chaine peptidique X (cas ou x=l) 

Le lien avec l'un des deux groupements Y et -(X)x-PA, se fait sur la 
chaine laterale de l'un des acides amines AA,, AA 2 , AA 3 . L'acide amin6 relie a PA-(X) X - 
ou a Y par sa chaine laterale est choisi parmi ceux comportant une fonction acide, amide, 

10 amine, thiol, alcool sur leur chaine laterale. Parmi ceux-ci, on peut citer notamment la 
lysine, i'arginine, l'omithine, l'acide aspartique, l'acide glutamique, 1' asparagine, laj- 
glutamine, la serine, la tyrosine, la cysteine. De preference l'acide amine relie par sa chain| 
laterale a PA-(X) X - ou a Y est choisi parmi : l'acide aspartique ou la lysine £• 

Le bras espaceur X, lorsqu'il est present, est constitue d'une chain£ 

15 peptidique engagee a une extremis dans une liaison, avec la chaine lat6rale ou l'extremit| 
de l'un des acides amines AA,, AA 2 , AA 3 et a l'autre extremitd dans une liaison avec le. 

principe actif PA. ^ 

. Ce bras espaceur comprend 1 a 5 acides amin6s, preferentiellement 1 a 3 

acides amines. 

2 0 Le bras espaceur X et/ou la chaine peptidique [AA 3 ]a3-[AA2]a2-[AAi] 

peuvent Stre choisis pour leur affinite pour la cible du principe actif PA. lis peuvent 
egalement comporter ou 6tre constitues de residus tyrosine permettant le suivi in vivo de la 

molecule de formule (I) apres marquage a 125 I, 

R est choisi en fonction de la cible cellulaire, il pourra etre de nature 

25 saccharidique (ciblage des lectines membranaires specifiques qui se retrouvent dans des 
tissus particuliers et qui reconnaissent selectivement soit le galactose -cas du foie, des os, 
de certaines tumeurs cancereuses-, soit le mannose -cas des macrophages, du cceur-, soit 
l'acide sialique- cas des 6rythrocytes -...), de nature hormonale (tels que des steroides), de 
nature synthetique tel que l'imatinib mesylate (ST571, Gleevek®) pour cibler les kinases, 

30 des anticorps specifiques, notamment des peptide. R peut etre choisi parmi tous substrats 
dont les recherches anterieures ont d6montre la specificite de reconnaissance. Lorsque R 
est un mono ou un polysaccharide ou un peptide hydrophile, il pourra de plus, apporter a la 
mol6cule l'hydrosolubilite necessaire a son administration IV ou IP. 
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Lorsque R est une chaine peptidique, R comporte avantageuseraent de 3 
a 15 acides amines, encore plus avantageusement de 3 a 10 acides amines. II peut 
egalement comporter un ou plusieurs residus tyrosine permettant le suivi in vivo de la 
molecule de formule (I) apres marquage a 125 I, 
5 Les acides amines constituant le bras espaceur X, tout comme ceux 

constituant la chaine [AA3]a3-[AA 2 ]ar[AAi] ou le groupement R sont choisis parmi les 
acides amines naturels comme Palanine, Farginine, l'asparagine, l'acide aspartique, la 
cysteine, la glutamine, l'acide glutamique, la glycine, l'histidine, I'isoleucine, la leucine, la 
lysine, la methionine, la phenylalanine, la proline, la serine, la threonine, le tryptophane, la 
10 tyrosine, la valine, ou les acides amines non naturels tels que Phydroxyproline, la 
norleucine, Tornithine, la citruline, la cyclohexylalanine. 

On peut 6galement envisager d' employer des acides Q-amines tels que 
l'acide -3-aminopropionique et l'acide 4-amino-butyrique. 

Lorsque R est un peptide, la chaine peptidique R peut dtre un fragment 
15 d'anticorps ou epitope ayant une affinity prononcee pour la cible biologique de PA, 

On peut citer, par exemple, parmi les peptides utilisables dans la presente 
invention : la sequence RGD, connue pour son affinite pour les integrines <xVp3. 

R peut egalement etre choisi parmi les polyols ou les polyethers, 
notamment les polyoxydes d' ethylene de fa9on a dormer a la molecule de formule (I) un 
20 equilibre hydrophile/lipophile favorisant sa solubilite dans Teau et sa penetration dans la 
cellule jusqu'a la cible du principe actif PA. 

Lorsque R est constitue d'un polyol, celui-ci est avantageusement 
constitue d'une chaine alkyle comprenant de 4 a 16 atomes de carbone et de 4 a 16 
groupements hydroxyle. 

25 Lorsque R est constitue d'une chaine polyoxyde d'ethylene comme motif 

de solubilisation, celle-ci comprend avantageusement de 5 4 30 unites oxyde d'ethylene. 

R peut notamment Stre choisi parmi les monosaccharides, les derives 
amines de sucres, les polysaccharides. 

Parmi les mono-saccharides utilisables dans la presente invention, on 

30 peut citer : le glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le ribose. Parmi les derives 
amines de sucres, on peut citer notamment la glucosamine. Parmi les polysaccharides 
utilisables dans la pr6sente invention, on peut citer le lactose, le cellobiose ou le maltose et 
le lactobionamide, le saccharose. De preference les chaines polysaccharides utilisees dans 
Tinvention sont des di-saccharides. 

35 La fixation de R sur Tune des extremites de la chaine [AA3] a 3-[AA2] a 2- 

[AAi] se fait par une liaison adaptee : ether, amide, carbamate, thioether, ester, uree, 
urethane, en fonction de la fonctionnalite qui peut Stre greffee sur R. 
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La chaine hydrocarbonee fluoree est preferentiellement choisie parmi 

celles repondant a la formule A-Y' dans laquelle A represente un groupement choisi 
O 
II 

parmi : - c ~ , -NH- , -O-C0-NH-, S,0 et Y' represente une molecule repondant a la 
formule -(CH 2 ) t -(CF 2 ) r F, dans laquelle r et t represented deux entiers avec : 12 > r+t > 4, 

tels que par exemple : 

-(CF 2 )4F ; ■ -(CF 2 ) 5 F ; -(CF 2 )6F ; . ,-(CF 2 ) 7 F ; -(CF 2 ) 8 F ; -(CF 2 ) 9 F ; - 

(CF 2 ) l0 F ; -(CF 2 )i,F ; -(CF 2 ) 12 F ; -(CF 2 ) 13 F ; -(CF 2 ) 14 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 3 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 4 F ; - 
CH 2 -(CF 2 ) 5 F; -CH 2 -(CF 2 ) 6 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 7 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 8 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 9 F ; -CH 2 - 
(CF 2 ) l0 F; -CH 2 -(CF 2 )„F ; -CH 2 -(CF 2 ) 12 F ; -CH 2 -(CF 2 ) 13 F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 2 F ; -(CH 2 ) 2 - 
(CF 2 ) 3 F-; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 )4F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 )5F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 )6F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 7 F ; -(CH 2 ) 2 - 
(CF 2 ) 8 F; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 9 F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ) 10 F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ),,F ; -(CH 2 ) 2 -(CF 2 ), 2 F ; - 
(CH 2 MCF 2 )iF ; -(CH 2 ),,-(CF 2 )F. De preference t>2. De preference 12>ri>4, 

encore plus preferentiellement 10> r^6 . 

L'invention a egalement pour objet toute molecule biologiquement active 

♦ t 

comportant un fragment de formule (II) £ 



•nr.. 



R [AA 3 ]a3-lAA2la2-[AA 1 ] .jfc 



< i 

! I 

(X)x Y 
i 

(II) ' 

dans laquelle R, AAi, AA 2 , AA 3 , a 2 , a 3 , Y, X, x ont la meme definition 

que dans la formule (I) ci-dessus. 

En effet, l'invention foumit un fragment de molecule de formule (II) a 
laquelle on peut accrocher par une liaison appropri6e un principe actif de toute nature, 
comme expose ci-dessus, de facon a favoriser la penetration de ce principe actif dans 
i'organisme humain ou animal et de facon a permettre a ce principe actif d'atteindre sa 
cible biologique. 

En effet, le caractere amphiphile de la molecule favorise les passages 
transmembranaires et l'eventuelle presence d'un agent de reconnaissance specifique de la 
cible a laquelle est associe le principe actif favorise son cheminement jusqu'a cette cible. 

L'invention a done egalement pour objet l'utilisation d'un fragment de 
molecule de formule (H) tel que d6fini ci-dessus pour favoriser la biodisponibilite d'un 
actif. 
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La preparation des molecules de formule (I) est illustree ci-dessous par 
des exemples correspondant a plusieurs variantes de l'invention. De facon plus generate, il 
est fait appel aux methodes de protection, deprotection et couplage de la synthese 
peptidique, methodes bien connues de l'homme du metier et qui sont exposees notamment 
5 dans l'ouvrage « The peptides » Gross and Meienhofer, 3 vols, Academic Press, New 
York, 1979-1981. 

Parmi les molecules repondant a la formule (I), l'un des objets 
particuliers de l'invention est constitue des motecules repondant a la formule (la) ci- 
dessous : 

10 



Su — [AA-,]— — Y 



(X)x 
PA 
(la) 

dans laquelle Su repr6sente une variante du groupement R, choisie parmi 
un monosaccharide, un derive amine de monosaccharide, un polysaccharide, un polyol ou 
1 5 6ventuellement un poly&her tels qu'ils ont 6te definis plus haut; 

AAi represente un acide amine portant une fonction acide, amine, alcool, 
thiol, sur sa chaine laterale, par 1'intermediaire de laquelle il est relie soit a (X) X -PA soit a 
Y; AAi est relie a Su et soit a (X) X -PA, soit & Y, par ses extremites N- et C-terminales. 

X, x, PA et Y ont la meme definition que dans la formule (I) ci-dessus. Y 
20 est rattache a V extr6mit6 aminee ou acide de AAi ou eventuellement a sa chaine laterale 

De fa<?on preferentielle, Tune ou plusieurs des conditions ci-dessous sont 

verifiees : 

- Su represente un mono ou un polysaccharide ; 

- X represente un bras espaceur de nature peptidique comportant au 
25 moins un residu tyrosine ; de preference X represente la tyrosine ; 

- AAi represente un acide amine choisi parmi Targinine et la lysine ; 

- Y represente une chaine hydrocarbonee fluor6e en C 6 -Ci2 comportant 
de 5 a 23 atomes de fluor, reliee a T acide amine AA { par une fonction -NH-. 

Deux exemples de composes de formule (la) sont illustres ci-dessous et 

30 dans les exemples : 
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a) Exemple 1 : Ciblage des sites angiogeniques. 

L'angiogenese est un processus biologique naturel de creation de 
. nouveaux microvaisseaux sanguins a partir de veinules preexistantes. C'est un phenomene 
complexe qui intervient normalement chez l'adulte seulement sous certaines conditions 
5 sp Jfiques telles que la cicatrisation des blessures, Inflammation ou le developpement du 
corpus lutheum au cours du cycle menstruel. Sous des conditions normales le processus 
d'angiogenese s'arrete au bout d'un laps de temps approprie indiquant une bonne 
regulation des facteurs stimulateurs et inhibiteurs. Sous certaines conditions pathologies 
teUes que la croissance des tumeurs solides, 1'arthrite rhumatoide, le psonasis et la 
10 retinopathie diabetique, rangiogen.se se developpe de facon nettement moms controlee 
(« Angiogenic agents and their promising potential in combmed therapy >, PA. Burke 
S JDeN^do Cm. In Oncolo^Hematology, (2001), 39, 155-171). II y a plus de 30 
« J. Folkman emit 1'hypothese que la croissance des tumeurs solides eta* _e bee 
• au developpement de l'angiogenese, depuis de tres nombreuses equipes se sont — 
15 a ce ph6nomene et ont essaye de mettre au point des substrats susceptibles de bloque to 
procLs d'angiogenese ('Tumor angiogenic therapeutic applications J. Folkman En g L * 
Med. (1971), 285, 1182-1186 et "Tumor angiogenis past, present and the near future R.Sg 
Kerbel Carcinogenesis (2000), 21, 505-521). Parmi les differentes structures testees, le. 
thalidomide initialement prescrit aux femmes enceintes conune sedatif et responsable *$ 
20 problemes de teratogen^, s>est revele extremement interessant pour mhiber 
developpement vasculaire. LMdee qui a prevalu dans le travail realise a ete de greffer 
thalidomide sur le vecteur pr6alablement dote d'un motif radioactif tel que la tyrosuie 
marquee a l'iode 125. Le but recherche dans cet exemple est de visualiser aisement les 
sites angiogeniques in vivo, done les tumeurs solides, et de bloquer leur developpement. 

r _ r* r- . ir t p 

F 




25 



HO 

Molecule modele A 



Dans ce but un motif lysine central a ete dot6 d'une chaine 
fluorocarbonee sur la fonction acide primaire, d'un motif de type lactose capable 
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cTapporter a la molecule FhydrosolubilitS necessaire a- son administration intraveineuse ou 
intraperitoneale, de la tyrosine que Ton marque ensuite a Tiode 125 et sur laquelle on 
greffe le thalidomide prealablement dote d'une fonction acide r6active en position 3. 

Selon une variante preferee de l'invention, dans les molecules repondant 
5 a la formule (la) le principe actif est choisi parmi les molecules susceptibles de bloquer le 
processus d'angiogenese, notamment le thalidomide. 

b) Exemple 2 : Vectorisation de spins-traps 

Les cytopathies mitochondriales regroupent une grande variete de 
maladies dont le denominates commun est un deficit de la chaine respiratoire 
10 mitochondrial Du fait de la presence ubiquitaire des mitochondries dans I'organisme, ce 
dysfonctionnement peut affecter n'importe quel organe, L'atteinte peut etre isolee ou, au 
contraire, pluriviscerale ayant alors generalement une dominante neuromusculaire. II 
n'existe actuellement aucun traitement pour ces maladies qui peuvent etre classSes dans le 

cadre des "maladies orphelines". 

15 II est neanmoins desormais clair que les mitochondries etant dans la 

cellule le lieu privilegie de la production des radicaux libres, les deficits de la chaine 
respiratoire sont tres frSquemment associes a une surproduction de radicaux libres avec 
pour consequence une mort cellulaire acceleree dans les tissus atteints. Les travaux rScents 
effectues a I'hopital Necker dans l'equipe du Dr P. Rustin ( " Increased apoptosis in vivo in 

20 cells lacking mitochondrial DNA gene expression" Wang J, Silva JP, Gustafsson C, Rustin 
P, Larsson NG. Proc Natl Acad Sci USA (2001) (in press)) ont permis de montrer sur une 
serie de cellules humaines en culture Timportance de cette production des radicaux libres 
de Toxygene. Ces cultures cellulaires represented tous les types de deficits affectant les 
differents complexes de la chaine respiratoire connus chez Thomme Elles ont ete 

25 caracterisees tant du point de vue du deficit touchant la chaine respiratoire que du point de 
vue de la production des radicaux libres et de ses consequences sur la survie cellulaire. 
Cette collection de cellules represente un outil irrempla9able pour permettre d'etudier 
Tefficacit6 de toute molecule ayant pour cible les reactions radicaiaires associees aux 
deficits de la chaine respiratoire. 

30 ^identification recente dans notre equipe d'une molecule "spin-trap 11 

capable de bloquer la mort cellulaire dans des modeles cellulaires d'apoptose induite par 
les radicaux libres produits par la chaine respiratoire, nous a donne une base pour 
developper des molecules voisines presentant une efficacite encore am61ioree 
C Superoxide-induced massive apoptosis in cultured skin fibroblasts harboring the 

35 Neurogenic Ataxia Retinitis Pigmentosa (NARP) mutation in the ATPase-6 gene of the 
mitochondrial DNA". Geromel V, Kadhom N, Ceballos-Picot I, Ouari O, Polidori A, 
Munnich A, Rotig A, Rustin P. Hum Mol Genet (2001) (in press)) Le but poursuivi ici a ete 
d'affiner et de simplifier la structure de ces substrats tout en conservant leur activite 
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biologique aim de mettre au point un processus synthetique aisement adaptable au stade 
industriel Les tests ont, ete. realises sur plusieurs modeles cellulaires : des. cultures 
cellulaires presentant un deficit de la chaine respiratoire mitochondriale (fibroblastes en 
culture) des cocultures neurones/cellules musculaires soumises a Taction de radicaux 
libres et enfin sur des cellules extraites de peaux ayant subi une brulure au 3 me degre. 

La finalite des recherches entreprises a ete de disposer de pieges a 
radicaux libres utilisables sur le plan clinique pour trailer les phenomenes d'apoptose et 
plus gen6ralement de mort cellulaire imputables a la surproduction de radicaux libres. Les 
resultats extremement encourageants obtenus sur ces types cellulaires justifient pleinement 
le d6veloppement de ces modeles de vecteurs amphiphiles. 

La molecule E, batie sur le modele precedent, a ete dotee dans ce cas 
particulier d'un spin-trap bien connu et efficace qui contient un derive de la PBN. 



HC *? H . 




I 

i 



» 



Molecule E 

4 

Les premiers tests ont et6 effectues in vitro a l'hopital Necker sur des 
fibroblastes issus d'une biopsie de peau d'enfant prdsentant la mutation NARP- De meme 
que le produit TA1PBN ( "Superoxide-induced massive apoptosis m cultured skin 
fibroblasts harboring the Neurogenic Ataxia Retinitis Pigmentosa (NARP) mutation m the 
ATPase-6 gene of the mitochondrial DNA". Geromel V, Kadhom N, Ceballos-Picot I, 
Ouari O, Polidori A, Munnich A, R6tig A, Rustin P. Hum Mol Genet (2001) (in press) et 
"Synthesis of a glycolipidic amphiphile nitrone as a new spin trap for biological applications 
O Ouari, A. Polidori, F. Chalier, P. Tordo, B. Pucci. J. Org. Chen,, (1999), 64, 3554-3556). 
precedemment teste, la molecule E pr6sente un pouvoir de protection des cellules et mhibe 
le processus d'apoptose. Aucune toxicite n'a ete mesuree sur ce type de produit sur 
1' ensemble des cellules mises en culture. 
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Ces resultats valident une fois de plus l'interet d'un tel concept de 
vectorisation et montrent clairement ses potentialites dans des domaines d' application tout 
a fait differents. 

Selon une autre variante preferee de l'invention, dans les molecules 
5 repondant a la formule (la), le principe actif est choisi parmi les agents anti-radicalaires, 
notamment les derives du N-benzylidene tertiobutyi amine oxyde. 

Parmi les molecules repondant a la formule (I), un autre objet particulier 
de l'invention est constitue des molecules repondant a la formule (lb) : 

10 Pep-[AAi]-Y 

(lb) 

dans laquelle Y et AAt ont la meme definition que dans la formule (I) ci- 
dessus, notamment que dans la formule (la), Pep, qui est une variante de R, repr6sente une 
15 chalne peptidique comportant de 2 a 10, prdferentiellement de 4 a 6 acides amines. 
Avantageusement, Pep ou AAi comportent au moins un motif tyrosine. 

De facon avantageuse, Pep est choisi pour son affinite pour une cible 
biologique donnee, notamment cette chaine peptidique peut comporter une sequence RGD 
(argine-glycine-acide aspartique) dont on sait qu'elle est reconnue par les integrines aVp3. 
20 Un autre objet de l'invention est constitue des molecules repondant a la 

formule (Ic) : 

Pep-fAA-,] — Y 

i 

(X)x 
PA 
(Ic) 



dans laquelle x, X, PA, AA, et Y ont la meme definition que dans la 
25 formule (I) ci-dessus ; notamment les molecules dans lesquelles x, X, PA, AA] et Y ont la 
meme definition que dans la formule (la) ci-dessus ; Pep a la mSme definition que dans la 

formule (lb) ci-dessus. 

Preferentiellement, une ou plusieurs des conditions ci-dessous sont 

verifiees : 

30 - Pep est un peptide reconnu par les integrines aVp3 et PA est un agent 

antimitotique ; 

- X, Pep ou AAi comporte au moins un residu tyrosine, 
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- X represente une chaine de 1 a 3 acides amines, 
. Un exemple.de composes de formule (lb) et (Ic) est illustre ci-dessous et 

dans la partie experimentale : 

c) Exemple 3 : Therapie anticancereuse; 

. 5 . a l'heure actuelle, aucune technique n'a permis de mettre en evidence un 

critere de differencials efficace et done de ciblage adequat des cellules tumorales et des 
cellules saines. Comme on l'a vu cependant, la croissance d'une tumeur cancereuse est 
etroitement liee a son taux de vascularisation et done au phenomene d' angiogenese qui 
1'accompagne. Ces observations ont amene la communaut6 scientifique a mettre au point 
10 des substrats, comme on l'a vu, aptes a inhiber 1' angiogenese et done a bloquer par cet 
interm6diaire le developpement des tumeurs. II est en effet maintenant couramment adm 1S 
que des protdines membranaires port6es par les cellules angiogeniques et nominees 
integrines participent activement au processus de probation de ces cellules. Plus 
particulierement les integrines aV|33 reconnaissent une sequence peptidique parrtcuhere^ 
15 sequence ROD (arginine-glyciae-acide aspartique). Le greffage de ce motif sur le vectey A 
propos6 doit done lui apporter une capacite de ciblage s P 6cifique des sites d'angiogenesep 
done in fine des sites tumoraux. Uajout sur ce meme vecteur d'un agent antimitotiq^ 
devrait permettre la destruction selective des cellules cancereuses. Dans cette optique|a| 
molecule B a ete preparee dans un premier temps pour verifier rinnocuite du vecteur ..ex., 
20 determiner sa sp6cificite. Afin de dormer un plus grand degre de liberte a 1' agent de ciblage 
celui-ci a 6t6 greffe sur la lysine centrale par 1' intermediaire d'un acide amine hydrophobe, 
la serine. La molecule est hydrosoluble et presente un caractere amphiphile. 




Structure de la molecule B 
Compte tenu de ces r6sultats positifs, deux nouveaux vecteurs porteurs de 
la sequence peptidique RGD et d'un agent antimitotique tel que le melphalan ou FAra-C 
(Molecules C et D)ont alors ete synth6tises et sont en cours d'analyse pour leur activite 
anticancereuse. 
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Molecule D (Melphalan) 

Structure des vecteurs C et D 
Les agents antimitotiques choisis ne sont ici que des modeles et illustrent 
simplement la commodity d'introduction et de transport d'un agent antimitotique donne. 
Ce type de vecteur pent et sera egalement utilise comrne agent de vectorisation de substrats 
tels que l'adryamicine (dans ce cas precis la molecule (Ic) comporte un fragment 
peptidique, soit en X soit en Pep, de type Gly-Phe-Leu-Gly), de 5-Fu (5-Fluorouracile), de 
Melphalan, d'inhibiteurs de tyrosine kinase tel que 1'imatinib mesylate (STI571, Ghvec®) 
par exemple ou plus generalement de tout agent anticancereux apte a etre greffe sur ces 
supports. La presence de la chaine hydrophobe fluorocarbonee favorise le passage 
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transmembranaire. Le relargage du principe actif est assurd par hydrolyse des liaisons 
peptidiques par T intermediate des enzymes cytoplasmiques adaptees. 

Les premiers resultats in vitro deja obtenus valident pleinement ce 

concept. 

5 L'invention a en outre pour objet 1 Utilisation des composes repondant a 

la formule (I) telle que definie ci-dessus pour la preparation d'un medicament. 

En effet, ii a 6te demontre que les composes repondant k la formule (I) 
selon la presente invention etaient dotes d'une biodisponibilite et d'une capacite a atteindre 
leur cible biologique superieure ou egale a celle des composes de Tart anterieur. 

10 Cette propriete permet d'envisager l'utilisation des molecules de 

Tinvention dans des domaines variees : 

- dans le domaine therapeutique, les produits de Tinvention peuvent etre 
employes pour la prevention et/ou le traitement de toutes sortes de pathologies, notamment 
les differentes formes de cancer, les pathologies li6es au stress oxydatif et k la formation 
1 5 des esp^ces radicalaires oxygen£es. 

1/ invention a par consequent pour objet les compositions 
pharmaceutiques comprenant un compose selon Tinvention dans un support 
pharmaceutiquement acceptable. 

Elle a egalement pour objet Tutilisation d'un compos6 de formule A, C 
20 ou D pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee k prevenir et/ou 
traiter le cancer. 

Elle a egalement pour objet Tutilisation d'un compose de formule B 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee k detecter la presence de 
cellules cancdreuses. 

25 Elle a egalement pour objet Tutilisation d'un compose de formule E pour 

la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir et/ou traiter les 
pathologies li6es au stress oxydatif et a la formation des especes radicalaires oxygenees, 
notamment les maladies immunitaires et inflammatoires, le syndrome d'ischemie- 
reperfusion, Tarteriosclerose, la maladie d'Alzeimer, la maladie de Parlcinson, les lesions 

30 dues aux radiations UV et ionisantes, certains cancers tels que les melanomes, le 
vieillissement cellulaire. 

Les produits de Tinvention peuvent etre administres par toute voie 
connue de Thomme du metier, notamment par injection intraveineuse ou intramusculaire, 
par administration orale ou cutanee. lis peuvent etre utilises seuls ou en association avec 

35 d'autres actifs. Leur dosage et la quantite administree quotidiennement sont adaptes en 
fonction de Tactivite mesuree pour la molecule concernee et en fonction du poids du 
patient. 
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- dans le domaine cosmetique, le compose de formule E peut etre utilise 

pour prdvenir et/ou traiter les effets du vieillissement. 

L'invention a done egalement pour objet une composition cosmetique 
comprenant un compose de formule E dans un support cosmetiquement acceptable. 

Ladite composition peut etre destinee a une application sur la peau ou sur 

les phaneres (ongles, cheveux). 

Elle peut se presenter sous forme d'une solution aqueuse ou huileuse, 
d'une emulsion eau-dans-l'huile ou huile-dans-1' eau, d'une emulsion triple, d'un onguent. 

Les composes de l'invention peuvent etre introduits dans toute 
composition cosmetique pour laquelle une activite antiradicalaire est recherche : une 
creme de soin cutanee, un produit de protection solaire, un demaquillant, un masque pour 
la peau ou les cheveux, un shampoing, un produit de maquillage tel qu'un rouge a levres, 

un fard, un fond de teint, un vemis a ongles, etc... 

Du fait de leur solubilite dans des milieux varies, les compos6s de 
invention sont faciles a mettre en csuvre et peuvent etre employes dans des conditions trek- 
diverses. 

P ARTIE EXPERIMENTALE * 
t / Exemple 1 ; 

A- Preparation de la m olecule A 

2g (4mmol) de compose azoture de 1H,1H,2H,2H perfluorodecane| 
dissous dans 30ml de methanol anhydre, sont soumis a une hydrogenation en pr&ence de^ 
palladium sur charbon. Apres 4 heures de reaction, le miheu est filtre sur ceUte et le 
solvant evapore sous pression reduite. L'amine correspondante 2 est isol6e sans 

purification (rendement quantitatif). 

Le compose 2 est remis en faction dans 30 ml de dichlorom6thane en 

presence de 2.2g (4mmol) de Boc-Lys-(Z)- OPhF 5 3. Le pH de la solution est amend k 8 

par ajout de quelques gouttes de DIEA. 

Apres 16 heures d' agitation a temperature ambiante, le milieu reactionnel 

est concentre sous pression reduite. 

Le milieu, est purine par chromatographic sur colonne de gel de silice 
(eluant • acetate d'ethyle/cyclohexane 3/7). Par cristallisation dans un melange acetate 
d'ethyle/hexane, le compose fiuor6 4 (2.68 g; 3.24mmol; 80%) est obtenu sous forme d'une 
poudre blanche. 
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rf : 0.36 dans cyclohexane/acetate d'ethyle 5/5. 
[a] D =-8.2(c:l;CHCl 3 ). 
5 Point de fusion : 86.5-88.3°C 

RMN ^SOMHZ, CDC1 3 ) : 8 7.36 (5H, s, CH arom), 6.85 (1H, m, NH 
amide), 5.27 (lH,d, J=6.65Hz, NH urethane), 5.11 (2H, s, CH 2 0), 4.99 (1H, t, J=5.8Hz, 
NH urethane), 4.06 (1H, m, CHCO), 3.58 (2H, dd, J=6.5Hz, CH 2 NH), 3.20 (2H, dd, 
J=6.2Hz, CH 2 NH), 2.35 (2H, m, CH^CF 2 ), 2.0 a 1.0 (15H, m, CH 3 du Boc et CH 2 Lys). 
10 RMN 13 C(62.86MHZ, CDCI3) : 8 172.5 (CONH), 156.7 ; 155.9 

(OCONH), 136.6 (C™ arom.), 128.5 ; 128.1 (CH arom.), 80.4 (C™), 66.7 (CH2OCONH), 
54.4 (CHCO), 40.2 (CH 2 NH), 31.9 (CH 2 NH), 31.3 (CH 2 ), 30.7(CH 2 Rf), 29.5 (CH 2 ), 28.2 
(CH 3 du tert butyl), 22.4.(CH 2 ). 

RMN ,9 F(235MHZ, CDCI3) : 8 -80.7 (3F, s, CF 3 ), -1 13.9 (2F, s, 
15 CF 2 CH 2 ), -121.9 (6F, s, (CF 2 ) 3 ), -122.7(2F, s, CF 2 ),-123.5 (2F, s, CF 2 ), -126.6 (2F, s, 
CF 2 CF 3 ). 

0.5g (0.6mmol) de compose 4 dissout dans 30 ml de dioxane subit une 
hydrogdnation en presence de palladium sur charbon. 

Apres 15 heures de reaction, le milieu est filtre sur cdlite et le solvant 

20 evapore sous pression reduite. L' amine 5 obtenue est mise en rdaction dans du 
dichloromethane en pr6sence de 0.2 lg (0.44mmol) de lactobionolactone fraichement 
preparee et de la DDEA est ajoutee au milieu afin d'amener le pH de la solution a 8. 

Apres disparition totale de Tamine 5 (CCM), le milieu reactionnel est 
concentre sous pression r6duite. 40 mL d'un melange anhydride acetique/pyridine 1 : 1 sont 

25 additionnes a froid sur le brut rdactionnel. L'agitation est maintenue a temperature 
ambiante pendant 18 heures puis le melange reactionnel est jete sur 150 mL d'HCl IN. La 
phase aqueuse est extraite par 3 fois avec 50 mL de dichloromethane. La phase organique 
est respectivement lav6e k deux reprises par 60 mL d*HCl IN, puis par 60 mL de saumure 
et enfm s6ch6e sur Na 2 S0 4 . Les solvants sont elimines sous pression reduite et le brut est 

30 purifie par chromatographic flash sur gel de silice (eluant : acetate d'ethyle/cyclohexane 
6/4 puis 7/3) pour conduire au compose 6 (0.55 g; 0.39mmol; 65%) sous forme de poudre 
blanche. 
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rf : 0.22 dans acetate d'ethyle/cyclohexane 6/4 
[a] D = + 2.9 (c, 1,CHC1 3 ) 
5 Point de fusion : 65 °C (debut de decomposition) 

RMN l H (250 MHz, DMSO-d6) : 5 8.07 (2H, ra, NH), 7.34 (5H, s, CH 
arom.), 7.01 (1H, m, NH), 5.47 (1H, m , H du sucre),5.30 a 5.10 (2H, m, H du sucre), 5.02 
k 4 79 (5H m, CH 2 -0 et H du sucre), 4.50 a 3.90 (8H, m, H du sucre et CHa de la lysine), 
3 38 (2H, m, CH 2 -NH), 2.97 (2H, m, CH 2 -NH), 2.30 (2H, m, CH 2 -CF 2 ), 2.14, 2.09, 2.04, 
10 201 196 l.92(24H,6 S ,CH 3 desacetyls),1.65al.l0(6H,m,CH 2 delalysine) - 

RMN t3 C (62.86 MHz, CDC1 3 ) : 5 171.3 (CO-NH), 170.5, 170.5, 17|1, 

170 0, 170.0, 169.7, 169.2 (7s, CO-O), 167.9 (CO-NH), 156.7 (O-CO-NH), 136.7 £ 
arom.), 128.4, 128.0, 127.9, (CH arom.), 101.6 (CH-D, 77.9 (CH-4), 72.7 (CH-2), 7#. 
70 9 (CH-5' et CH.3'), 70.0 (CH-5), 69.4 (CH-3), 69.0 (CH-2'), 66.9 (CH-4'), 66.5 (Cgr 
O) 61.6, 61.0 (CH 2 -6 et CH 2 -6'), 52.6 (CH-CO), 40.4 (CH 2 -NH), 31.9 (CH 2 -NH), 3^2 
(CH 2 -), 30.5 (CH 2 -Rf), 29.1 (CH 2 -), 22.2 (CH 2 -), 20.6, 20.5, 20.4, 20.4, 20.3 (CHa^des 
acetyls) 

RMN l9 F (235 MHz, DMSO-d6) : 5 -80.2 (3F,s, CF 3 ), -113.0 (2F, s,CFz- 
C H 2 ), -121.4 (6F,s, 3CF 2 ), -122.2 .(2F, s, CF 2 ), -123.0 (2F, s, CF 2 ), -125.4 (2F, s, CF 2 - 

20 CH 2 ). , £ . . . 

La deprotection du groupe benzyloxycarbonyle du compose 6 se deroule 

selon le protocole experimental deja decrit lors du passage du com P 0s6 4 au compose 5. A 
partir de 0.5 g (0.36mmol) de compose 6, on obtient ramine 7 avec un rendement 
quantitatif. 

25 L'amine obtenue 7 est mise en reaction dans 30 ml de dichloromethane 

en presence de 0.21g (0.44mmol) de Z-Tyr-OPhF 5 (compose 8) et de la DIEA est ajoutee 

afin d'amener le pH de la solution a 8. 

Apres disparition totale de l'amine 7 (CCM), le milieu reactionnel est 
concentr6 sous pression reduite et purine par chromatographie sur colonne gel de sihce 
30 (61uant : acetate d'ethyle 7/cyclohexane3). Le compost 9 (0.32 g; 0.21mmol; 58%) est 
obtenu sous forme d'une poudre blanche. 
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rf : 0.35 dans acetate d'ethyle7/cyclohexane3. 
[ct] D = +1.5(c: 1;CHC1 3 ). 

Point de fusion : 37.6°C (debut de decomposition). 

RMN l H (250 MHz, DMSO-d6) : 5 8.01 (2H, m, NH), 7.71 (1H, m, NH), 



7.21 (5H, s, CH arom.), 7.05 (3H, m, NH, 2H arom tyr), 6.89 (2H, d, J= 8.29Hz 2H arom 
tyr), 5.22 (1H, d , J=5.35Hz H du Sucre), 5.02 (2H, s, CH 2 Ph), 4.99 (2H, s, CH 2 Ph), 4.92 
(2H, m, H du sucre), 4.70 a 4.55 (5H, m, H du sucre), 4.01 a 3.75 (9H, m, CHa tyr, CHa 
lys, CH 2 NH, 5H du sucre), 2.76 (2H, m, CH 2 -NH), 2.16 (2H, m, CH 2 -CF 2 ), 1.90 a 1.68 
(24H, 6s, CH 3 des acetyls), 1.29 a 0.91 (6H, m, CH 2 de la lysine) 



RMN ,3 C (62.86 MHz, CDCI3) : 5 171.85; 171.48 (CO-NH), 170.67, 



170.32, 170.18, 170.0, 169.63; 169.42 (6s, CO-O), 156.29 (CO-NH), 137.47; 136.61; 
135.54 (C^arom.), 130.71; 129.03; 128.80; 128.71; 128.12; 127.96; 121.17 (CH arom.), 
101.07 (CH-1'), 78.69 (CH-4), 72.22 (CH-2), 70.86; 70.21 (CH-5' et CH-3'), 70.06 (CH- 
5), 69.61 (CH-3), 69.3 (CH-2'), 67.60 (CH-4'), 65.69 (CH 2 -0), 61.72, 61.48 (CH 2 -6 et 
CH 2 -6'), 56.62 (CHcctyr); 52.68 (CHalys); 37.48 (CH 2 -NH), 31.86 (CH 2 -NH), 31.43 
(CH 2 -) S 30.08 (CH 2 -Rf), 29.09 (CH 2 -), 22.77 (CH 2 -), 21.08, 21.03, 20.94, 20.86, 20.76 
(CH3 des acetyls) 



RMN 19 F(235 MHz, DMSO-d6) : 8 -80.19 (3F,s, CF 3 ), -113.38 (2F, 



s,C£-CH 2 ), -121.67 (6F,s, 3CF 2 ), -122.45 (2F, s, CF 2 ), -123.24(2F, s, CF 2 ), -125.70 (2F, s, 
CF 2 -CH 2 ). 



A nouveau, selon le protocole experimental deja decrit, 0.3 g (0.19mmol) 



de compose 9 dissout dans 30ml d'ethanol subit une hydrogenation en presence de 
palladium sur charbon. 



L'amine 10 obtenue est mise en reaction dans du dichloromethane en 



presence de 0.107 g (0.23mmol) d'ester actif de thalidomide 11 et de la DIEA est ajoutee 
afin d'amener le pH de la solution a 8. 
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Rf = 0.65 dans AcOEt 7/cyclohex. 3 
r aD i = +3 .9 ( C : 1 ; DMF) 

RMN »H (250MHz, CDC1 3 ) :8.63 (1H, s, Ph); 8.61 (1H, d, Ph); 8.09 (1H, 
d. Ph); 5.04 (1H, m, NCH); 2.86 (3H, m, CH.CO, CHCH 2 CO); 2^19 W 

RMN 19 F (235MHz, CDCl 3 )_: -152.6 (2F, d, CF); -156.67 (IF, t, CF), - 

16187 ^'^RMN «C (62.86, DMSO) :177.97; 174.93; 171.64; 171.61; 170.96 (5 
CO); 142.01; 140.94; 139.68; 136.89; 129.09; 128.64 (C aromatiques); 54.44 (N£H);. 

36 13 (CH2CO); 27.12.(NCHCH2) , . .3 

36.13 (CH, Ap ^ s tQtale de ramine 1Q (CCM)> le milie u reacfconnel est| 

concentre sous pression r6duite et purine par chromatographic sur colonne gel de sihce^ 
feluant : acetate d'ethyle /cyclohexane 8/2 a 9/1). § 

Le compost 12 est obtenu avec un tres faible rendement (1 lmg; 6.4umol;,. 

4.5%). 

rf : 0.63 dans acetate d'ethyle . 1 
La desacetylation de ia partie saccharide de la molecule est effectuee a 
temperature ambiante dans du methanol contenant une quantite catalytique de methylate de 

SOdiUm " Apres traitement sur de la resine it (amberlite IRC 50), filtration et 

6vaporation du solvant, le produit desacetyle A est isole avec un rendement quantnaUf. 




B- Teste biologigues 

Un tel substrat ne pr6sente aucune toxicite redhibitoire sur des cultures 
cellulaires de fibroblastes et de melanomes B16. In vivo, la molecule se concentre dans le 
stroma de la tumeur ce qui permet de la visualiser de fa?on tres nette (Cf Tableau 1). 



Tissu 


15 mn 


lh 


Tumeur (stroma) 


4,5 ± 0,7 


5,4 ± 0,2 


Tumeur (centre) 


2,6 ± 0,5 


2,7 ± 0,5 


Sang 


5,9 ±1,2 


3,4 ± 0,7 


Foie 


4,5 ± 1,1 


2,2 ±0,8 


Rein 


4,6 ± 0,5 


4,0 ± 0,9 


Thyro'fde 


5,6 ± 0,8 


9,8 ± 1,7 



10 Tableau 1 : Radioactivite mesuree dans diff&rents organes de souris 

porteuses de melanomes B16 apres injection par voie IP de la molecule A (10 fiCi/animal). 

Les recherches en cours permettront de preciser son efficacite par rapport 
au thalidomide seul pour bloquer le developpement tumoral. Les premiers resultats obtenus 
au cours de tests de croissance vasculaire sur des embryons de poulet (chick aortic ring 

15 assays) ont montre l'efficacitf de cette structure pour inhiber la croissance des 
microvaisseaux. la molecule A se revele efficace a 20pM et bloque totalement le 
developpement a 200jiM alors qu'& de telles concentrations le thalidomide se revele 
inefficace. 
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Ce premier resultat demontre l'innocuite generate de la structure 
proposde et son interet eventuel pour le diagnostic, le thalidomide n'etant id qu'un 

exemple de principe actif. . 

n F v^m ple 2 : preparation de U molecule E. 

Cet exemple de synthese est illustre par la figure 1. 

SynMse de. Tester actif HOOCPBN 
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L'acetate de N-(tert-butyl)hydroxylamine est dissout dans une solution 
15 aqueuse saturee de carbonate de sodium. L' hydroxyzine est extraite a lather La phase , 
organique est sech6e sur Na 2 SG 4 puis le solvent est elimine sous pression redm e pou^ 
conduire a la N-^-butylhydroxylamine libre sous forme de cristaux blancs pulverulents,^ 

1 00 g de 4-carboxy benzaldehyde (6.67 mmol - 1 6quiv. ) et une point©-; 
de spatule de tamis moleculaire 4 A sont mis en suspension sous atmosphere d'argon dang 
20 5 mL d'ethanol anhydre degaze. 0.570 g d 'hydroxyzine (6.37 mmol - 0.95 equiv.) ep 
solution dans 5 mL d'ethanol sont additionnes a la solution de benzaldehyde, et le milie^- 
est porte sous obscurite a 60 °C. Apres 18 heures, 0.200 g d'hydroxylarnine (2.25 mmol - 
0 33 equiv .) sont additionnes au milieu et l'agitation est poursuivie pendant 18 nouvelles 
heures. Le m61ange r6actionnel est nitre sur couche de celite, le solvant est elimine sous 
25 pression reduite et le brut est purifi6 par chromatographie flash sur gel de silice (e uant : 
acetate d'ethyle/cyclohexane 6:4). Apres recristallisation dans un melange m6thanol/ether 
la nitrone X (0. 590 g - 2.67 mmol - 40 %) est obtenue sous forme d'une poudre blanche. 

Masse molaire (C l2 H l5 N03) : 221,3 g.mol" 1 
Point de fusion : 214.5 - 215.7 °C 
30 RMN 'H (250 MHz, DMSO-d6) : 5 8.42 (2H, m, J = 8.5 Hz, H arom.), 

7.95 (3H, m, H arom. et CH=N(0)), 1.51 (9H, s, CH 3 du terr-butyl) 

RMN 13 C (62.86 MHz, DMSO-d6) : 5 166.9 (CO), 135.3 (C ^arom), 
131.0 (CH=N(0)), 129.2 (CH arom.), 128.3 (C IV arom), 127.9 (CH arom.), 71,1 (C ), 27.8 

(CH 3 du tert-butyl) 
35 UV (MeOH, nm) : W= 287 

0 260 g de nitrone X (1.18 mmol - 1 equiv.) sont mis en solution sous 
atmosphere d'argon dans 15 ml de dioxane. 0.290 g de DCC (1.41 mmol - 1.2 equiv.) et 
0 16 g de HOSu (1.41 mmol -1.2 equiv.) sont addmWs au milieu reactionnel. Apres 48 
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heures d' agitation le milieu reactionnel est filtre sur verre fritte (Porosite 4) puis le solvant 
est elimin6 sous pression reduite. Apres purification par chroraatographie flash sur gel de 
silice (eluant : acetate d'ethyle/cyciohexane 6:4) puis recristallisation dans un melange 
acetate d'ethyle/hexane, le compose Y (0.25 g - 0.79 mol - 67 %) est obtenu sous forme 

d'une poudre blanche. 

Masse molaire (C l6 Hi8N 2 05) : 318,3 g.moi" 1 
Point de fusion : 177.4 - 178.3 °C 

RMN 'H (250 MHz, CDC1 3 ) : 8 8.37 (2H, m, J = 8.6 Hz, H arom.), 8.12 
(2H, d, J - 8.6 Hz,H arom.), 7.65 (1H, s, CH=N(0)), 2.89 (4H, s, CH 2 -CO), 1.61 (9H, s, 
CH3 du tert-butyl) 

RMN 13 C (62.86 MHz, CDCI3) : 5 169.3, 161.3 (CO), 136.8 ((f arom), 
130.7 (CH arom.), 128.6 (C^ arom), 128.6 (CH arom.), 125.5 (CH=N(0)), 72.2 (C 17 ), 28.4 

(CH2-CO), 25.7 (CH 3 du tert-butyl) 

Svnthese du r5-tert-Butox vcarbonvlamino-5- 

f3.3.4.4>5 1 5.6.6.7.7.8.8.9.9J0.10.10-heptadecafluoro-decvlcarbamo vlVpentvl1-carbamic 

acid benzyl ester 3 
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2.26 g d'azoture C8F17CH2CH2N3 (4.62 mmol - 1 equiv.) sont dissous 
dans 20 ml d' ether. Le milieu est porte a 0°C et 300 mg de palladium sur charbon (10 % - 
65 mg/mmol) sont additionnds par fractions. Aprfes 6 heures d'agitation dans la bombe a 
hydrogenation (pression 8 bars), le milieu est filtre sur couche de celite et les solvants sont 
elimines sous pression r6duite. L' amine CgF] 7CH2CH2NH2 2 est obtenue sans purification. 

1.79 g de Boc-Lys(Z)OH (4.70 mmol - 1 equiv.), 1.07 g de DCC (5.18 
mmol - 1.1 equiv.) et 0.64 g d'HOBt (4.70 mmol - 1 equiv.) sont mis en solution dans 20 
niL de dichlorom6thane anhydre. Apres 15 minutes d'agitation, Famine 2 en solution dans 
10 mL de dichloromethane anhydre est ajoutee au melange. L'agitation est poursuivie 
pendant 24 heures. Le brut reactionnel est filtre sur verre fritte (Porosite 4) puis les 
solvants sont elimines sous pression reduite. Apres purification par chromatographic flash 
sur gel de silice (eluant : cyclohexane/acetate d'ethyle 7:3 a 6:4) le compose fluore 3 (3.1 1 
g - 3.70 mmol - 79 %) est obtenue sous forme d'une poudre blanche. 
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. Masse molaire (C29H32F17N3O5) : 825,6 g.mor 1 
• • Point de fusion : 86.5 - 88.3 °C 

RMN 'H (250 MHz, CDC1 3 ) : 5 7.36 (5H, s, CH arom.), 6.85 (1H, m, NH 

' amide), 5.27 (1H, d . J - 6.65 Hz, NH urifhane), 5.1! (2H, s, ■ ^ "»<«•' U_ I - « 
5 ' Hz, NH urethane), 4.06 (IH, m, CH-CO), 3.58 (2H, dd, J = 6.5 Hz, CH.-NH) 3.20 (2H, 
dd, I - 6.2 Hz, CH 2 -NH), 2.35 (2H,.m, CH2-CF2), 2.0 a 1.0 (15 H, m, CH3 du Hoc et CH, 

' yS) RMN ,3 C (62.86 MHz, CDClj) : 6 172.5 (CO-NH), 156.7, 155.9 (O-CO- 

Nm 136 6 <C" arom.), 128.5. 128.1 (CH arom.), 80.4 (C"), 66.7 (CH,-0-CC~NH), 54.4 
10 40.2 (CH2-NH), 31.9 (triple, CH 2 -NH), 31.3 (CH,), 30.7 (CH 2 -Rf), 29.5 (CH,), 

28.2 (CH 3 du terf-butyl), 22.4 (CH 2 ) . 1110 , n! ^ . 

RMN 19 F (235 MHz, DMSO-d6) : 8 -80.7 (CF 3 , s), -113.9 (CFjrCF,, s), - 

121.9 (3 CF 2 , m), -122.7 (CF 2 , s), -123.5 (CF 2 , s), -126.0 (CF 2 -CH 2 , s) 

[a] D = -8.2(c, 1,CHC1 3 ) 
Svnthese du L 

actoLvsfZ^CgFnlQ AclsJ, 



15 



20 



30 



• « r 




OAc 

OAcO H 
N 




• < 



2 03 g du compose 3 (2.45 mmol - 1 equiv.) sont dissous dans 20 mL de 
dichloromethane anhydre. Le milieu est amen6 a 0°C et 40 mL d'un melange CH 2 C1 2 /TFA 
8 5-1 5 sont additionnes goutte a goutte en conservant la tem P 6rature a 0°C tout au long de 
1'addition Apres 4 heures d'agitation les solvants sont elimines sous pression reduite. Le 
brut est repris dans Tether puis evapore afin d'eliminer les traces de TFA residuelles par 
co-evaporation. L'operation est repetee plusieurs fois et conduit a 1' amine libre 4. 

Parallelement 1.15 g d'acide lactobionique (3.19 mmol - 1.3 equiv.) est 
mis en suspension dans 40 mL d'un melange m 6tho X y6thanol/toluene 1:1 acidifie par 3 

gouttes de TFA. . , 

Apres 6vaporation a 45 °C sous pression reduite, le milieu est repns dans 

30 mL de melange metayemanol/toluene 2:1 puis evapore sec. Cette demiere o P 6ration 
35 est repetee 2 fois pour conduire a la lactobionolactone. 

La lactobionolactone et l'amine 4 sont mises en solution sous 
atmosphere d'argon dans 40 mL de methanol. Le pH de la solution est amene a 9 par 
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addition de TEA puis le milieu est porte a reflux pendant 24 heures. Apres elimination du 
methanol sous pression reduite, 40 mL d'un melange anhydride acetique/pyridine 1:1 sont 
additionnes a froid sur le brut. L' agitation est maintenue pendant 18 heures puis le melange 
reactionnel est jete sur 150 mL d'HCl IN. la phase aqueuse est extraite par 3 fois 50 mL de 

5 dichloromethane. La phase organique est respectivement lavee par 2 fois 60 mL d'HCl IN, 
puis par 60 mL de saumure et enfin sechee sur Na 2 S0 4 . Les solvants sont elimin6s sous 
pression reduite et le brut est purifie par chromatographie flash sur gel de silice (eluant : 
acetate d'ethyle/cyclohexane 6:4 a 7:3) pour conduire au compose 5 (2.23 g - 1.59 mmol - 
65 %) sous forme de poudre blanche. 

10 Masse molaire (C52H60F17N3O22) : 1402,0 g-mol' 1 

Point de fusion : 65 °C (debut de decomposition) 

RMN 'H (250 MHz, DMSO-d6) : 5 8.07 (2H, m, NH), 7.34 (5H, s, CH 
arom.), 7.01 (1H, m, NH), 5.47 (1H, m , H du sucre), 5.30 a 5.10 (2H, m, H du sucre), 5.02 
a 4.79 (5H, m, CH 2 -0 et H du sucre), 4.50 a 3.90 (8H, m, H du sucre et CH de la lysine), 

15 3.38 (2H, m, CH 2 -NH), 2.97 (2H, m, CH 2 -NH), 2.30 (2H, m, CH 2 -CF 2 ), 2.14, 2.09, 2.04, 
2.01, 1.96, 1.92 (24H, 6s, CH 3 des ac6tyls), 1.65 a 1.10 (6H, m, CH 2 de la lysine) 

RMN 13 C (62.86 MHz, CDCI3) : 8 171.3 (CO-NH), 170.5, 170.5, 170.1, 
170.0, 170.0, 169.7, 169.2 (7s, CO-O), 167.9 (CO-NH), 156.7 (O-CO-NH), 136.7 (C* 
arom.), 128.4, 128.0, 127.9, (CH arom.), 101.6 (CH-1'), 77.9 (CH-4), 72.7 (CH-2), 71.1, 

20 70.9 (CH-5' et CH-3'), 70.0 (CH-5), 69.4 (CH-3), 69.0 (CH-2'), 66.9 (CH-4'), 66.5 (CH 2 - 
O), 61.6, 61.0 (CH2-6 et CH 2 -6'), 52.6 (CH-CO), 40.4 (CH 2 -NH), 31.9 (triplet, CH 2 -NH), 
31.2 (CH 2 -), 30.5 (triplet, CH 2 -Rf), 29.1 (CH 2 -), 22.2 (CH 2 -), 20.6, 20.5, 20.4, 20.4, 20.3 

(5s, CH 3 des acetyls) 

RMN 19 F (235 MHz, DMSO-d6) : 8 -80.2 (CF 3 , s), -1 13.0 (CF2-CF3, s), - 

25 121.4 (3 CF 2 , s), -122.2 (CF 2 , s), -123.0 (CF 2 , s), -125.4 (CF 2 -CH 2 , s) 

[a] D - + 2.9 (c, 1 , CHCI3) 
Svnthese du LactoLvsfPBN)C^Fi7fOAc) R 7 
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0.400 g de compos* 5 (0.28 mmol - 1 equiv.) sont dissous dans 10 ml de 
dioxane Le milieu est port* a 0°C et 0.190 g de palladium sir oharbon (10 % - 65 

— adduces par fractions. Apres 20 heures dotation dans la bombe a 
^nation (pression 8 bars), le milien est fillre sur couche de e6U,e e. !es solvan* son 
mZs sous pression reunite. L'amine 6 est obtenne sous forme d'une poudre blanche 

PUliECali0n ' L'amine 6 est mise en solution sous flux d'argon dans 5 mL de 
dichloromethane anhydre. 0.090 g d'ester acflf X (028 mmol - 1 equiv.) son. ajou.es an 

milieu et le pH est amen6 & 9 par addition de DIEA. 

L'agi^tion est potnsuivie sous atmosphere d'argon pendant 24 heures^ 
Les solvants sont evapores sons pression reduite e. le brut est purine par flash 
ctaotTal graphie sur gel de sUice (eluan.: ac«a,e W). "ne pulton 
supplement par ehromatographie d-exelnsion de taille sur 

(eluan. : diehlorom 4 mane/ethanol 1:1) permet d'obtenir la mtrone 7 (0.230 g - 0.156 mmol 
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- 54 %) sous forme d'une poudre blanche. 

Masse molaire (C56H67F 17 N4022) : 1471,1 g.mol' 
Point de fusion : 75 °C (debut de d6composition) 
RMN l H (250 MHz, CDC1 3 ) : 5 8.36 (2H, d, J = 
(2H, d, J - 8.4 Hz, H arom.), 7.68 (1H, a, CH-N(0», 6.94 (3H, m, NH), 5.51 (Itt «*- 
2 Hz et J = 4.4 Hz, H-4'), 5.32 (2H, m, H-2 et H-3), 5.17 a 4.95 (3H, m, H-2 3-5 e. Wk 
4.62 (1H, d, 1 - 7.7 Hz, H-l'), 4.50 (1H, dd, J = 2.7 Hz e, I - .2.5 Hz, H du sncr^ 
(1H m CHdelalyame),4.18(iadd,J = 1.6HzetJ.6.3Hz,Hane re ),4.12a3.87.(4H, 

^1 et H-50, 3.50 (2H, m, CH,-NH), 3.39 (2H, m. CH,KH) 2.35 (2ft m, CH,- 
CF.) 2 15 2 09, 2.08, 2.04, 2.02, 2.00, 1.96 (24H, 7s, CH, des acetyls), 1.60 (11H, m, CH, 
du ^'rt-buryl et CH, Lys), 1 .85 (2H, m, CH, Lys), 1 .35 <2H, m, CH, Lys) m , 

RMN 13 C (62.86 MHz, CDCb) : 5 171.5 (CO-NH), 170.6, 170.5, 170.3, 
,70.3, 170.0, 169.7, .69.32 (7s, CO-O), 168.2 (CO-NH), 1671 (CO-NH), 135_2 (C 
arom.), 133.7 (C arom.), 129.3 (CH=N(0», 128.6, 127.3, (CH -»*><»•' • 
78.5 (CH-4), 72.9 (CH-2), 71.4 < C "). 71.0, 70.9 (CH-5-et 
) 3) 69 0 (CH-2'), 66.9 (CH-4'), 61.6, 61.1 (CH,-6 et CH,-6'), 52.7 (CH-CO), 39.4 (CH, 
4 31.9 (m, CH,-NH), 31.1 (CH,), 30.5 (triplet, CH,-Rf), 28.7 (CH,-), 28.2 (CH, dn 
, Jbutyl), 22.2 (CH,-), 20.7, 20.7, 20.7, 20.6. 20.5, 20.5, 20.4 (7s, CH , des : aee*ls) 

RMN "F(235 MHz, CDCl,) : 6 -80.7(s, CF,), -114.2 (s, CE2-CF5), 
121.9 (s, 3 CF,), -122.7 (s, CF2), -123.5 (a, CF,), -126.1 (a, CF,-CH 2 ) 
5 [o] D = +1.6(c.l.CHClj) 
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3/ Exemple 3 : 

A- Synthase thi compose B 
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5 1 

Dans un ballon de 100 ml, 0,99 g (3.10" 3 mol) de CI* "^N Lys(Z) OMe 

sont dissous dans 10 ml de Dichlorom6thane. Le pH est amend a 8 a l'aide de TEA. 

Ensuite 1,15 g (3.10 -3 mol, 1 eq.) de Fmoc Ser(OtBu) OH sont ajout6s ainsi que 1,72 g 

(3,9. 10' 3 mol, 1,3 eq) de BOP. 

10 Le pH est maintenu a 8 tout au long de la reaction. Le milieu est 

maintenu sous agitation a temperature ambiante pendant 24 heures. Une fois la reaction 
terminee (CCIvI), la phase organique est lavee au HC1 IN, puis au NaHC0 3 arm de retablir 
un pH de 7. La phase organique est sechee sur Na 2 S0 4 , filtr6e, puis 6vaporee sous pression 
reduite. La cristallisation peut s'effectuer dans un melange Dichloromethane / Et 2 0. On 

15 obtient l,93g du compos6 1 sous forme d'une poudre blanche. 

Rendement : 98%. 

Rf = 0,58 dans 6 Acetate d'ethyle/ cyclohexane 4. 

Temperature de degradation: 80,6°C. [a] D 20 = +17,9 (c, 1 , CH 2 C1 2 ). 

RMNdu'H dansCDCl 3 : 
20 6 = 7,75 (2H, d, ar Fmoc); 7,60 (2H, d, ar Fmoc); 7,43-7,21 (5H, m, ar 

Fmoc, NH Lys); 7,31(5H, s, ar Z Lys); 5,78 (1H, d, NH Ser); 5,08 (2H, s, CH& Z Lys); 
4,84 (1H, t, NH Z Lys); 4,60 (1H, m, CH Lys); 4,39 (2H, d, CEi Fmoc); 4,24 (2H, m, CH 
Ser, CH Fmoc); 3,81 (1H, dd, CHj Ser); 3,73 (3H, s, OCHj Lys); 3,39 (1H, dd, CH^ Ser); 
3,17 (2H, CHj-NH Lys); 1,85-1,29 (6H, m, CH-CH^-CHa-CH^Lys); 1,22 (9H, s, tBu Ser). 

25 

RMN du 13 C dans CDC1 3 : 
8 - 172,94 (CO Lys); 170,88 (CO Ser); 157,08; 156,67 (2 O-CO-NH 
Fmoc et Z); 144,52; 144,36; 141,93; 137,23; 129,13; 128,71; 128,35; 127,71; 125,76; 
120,62 (C ar Fmoc et Z); 74,96 (C(CH 3 ) 3 Ser); 67,80; 67,24 (CH 2 Fmoc et CH 2 Z); 62,39 
30 (C*-CH 2 Ser); 54,93 (C*-CH 2 Ser); 52,99; 52,74 (OCH 3 Lys et C*-CH 2 Lys); 47,76 (CH 
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30 

Fmoc); 41,27 (CH 2 -NH-CO-0 Lys); 32,74 (CH 2 - CH.-NH-CO-0 Lys); 30,02 (C*-CH 2 
Lys) ; 27,99 (C(CH 3 ) 3 Ser); 22,92 (C*-CH 2 - CH 2 Lys). 




F 

6 F 



Dans un ballon de 50 ml, on dissout 0,68 g (1,53.10" 3 mol) de Fmoc 
Asp(OtBu)OH, dans 10 ml de dichlorom6thane, 0,34 g (1,83.10- 3 mol, 1,2 eq) de 
plafluorophenol et 0,38 g (1.83.10- mol, 1,2 eq) de DCC. La reaction est lessee sous 
agitation a temperature ambiante pendant 15 heures. Apres filtration, le milieu est 
concentre sous pression reduite. L'huile residuelle est chromatographiee sur gel de si ice 
(eluant acetate d'6thyle/ cyclohexane : 2/8). La cristaUisation se fait dans 1 acetate^ 
d'ethyle/ hexane. On obtient 760 mg de 2 sous forme d'une poudre blanche. ^ 

Rendement : 86,2% ' ' ' : £ 

Point de fusion : 94,6 - 95,8 °C. [a] D 20 = -2,3 (c, 1 , CH 2 C1 2 ). 

RMN du ! H dans le CDC1 3 : 
5 = 7 77 (2H, d, ar Fmoc); 7,61 (2H, d, ar Fmoc); 7,43-7,28 (4H, m, ar„| 

Fmoc); 5,98 (1H, d, NH); 4,98 (1H, m, CH Asp); 4,49-4,23 (3H, m, CH 2 Fmoc, CE£ 
Fmoc);3,15(lH,dd,CH 2 Asp);2,90(lH,dd,CH,Asp);l,48(9H,s,tBuAsp). . 

20 RMN du 13 C dans le CDC1 3 : 

8 = 170,35; 168,09 (2 CO-O); 156,55 (O-CO-NH Fmoc); 144,43; 
• 144 06- 142 01; 128,47; 127,78; 125,79; 120,71 (C ar Fmoc); 143,82-136,34 (CF) ; 83,39 
(C(CH 3 ) 3 Asp); 68,21 (CH 2 Fmoc); 50,97 (C*-CH 2 Asp); 47,76 (CH Fmoc); 38,31 (C*- 

CH 2 Asp); 28,68 (C(CH 3 ) 3 Asp). 
25 RMN du 19 F dans le CDC1 3 : 

8 = -152,22 (2F); -157,36 (IF); -162,10 (2F) 



>• » 
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Avant le couplage entre le dipeptide et l'acide amine active, une 6tape de 
deprotection du compose 2 est necessaire. Pour cela, 1,3 g (1,97 mmole) du dipeptide 1 
5 sont dissous dans 15 ml d'un mdlange de pip6ridine / dichloromethane a 10% v/v. Laisse 
sous agitation pendant deux heures a temperature ambiante, le milieu est ensuite lav6 dans 
une ampoule a decanter, avec une solution de HC1 IN. La phase organique est ensuite 
lavee avec une solution saturee d'hydrogenocarbonate de sodium. Les phases organiques 
sont ensuite sech6es sur sulfate de sodium, puis concentres sous pression reduite. Le 
1 0 couplage peut alors etre realise. 

Dans un ballon monocol de 100 ml, le dipeptide deprot6ge 
precedemment est dissout dans 20 ml de dichloromethane en pr6sence de l,138g (1,97 
mmole, leq) de compose 2 sont ajoutes dans le ballon. La reaction se deroule a 
temperature ambiante sous flux d'azote, a l'abrit de la lumiere, a un pH de 8 fixe par de 
15 la DDBA. Au bout de 15 heures, la reaction est terminee (CCM). Le milieu r6actionnel 
est concentre et le residu est chromatographic sur gel de silice dans un melange eluant 
acetate d'ethyle / cyclohexane : 5/5. Apres evaporation du solvant, on obtient 970 mg de 
compose 3 sous forme d'un gel translucide. 

Rendement : 59,2%. 

20 RMN du 'Hdans CDC1 3 : 8 = 7,78 (2H, d, ar Fmoc); 7,61 (2H, d, ar 

Fmoc); 7,46-7,23 (6H, m, ar Fmoc, NH Lys, NH Ser); 7,36(5H, s, H arZ Lys);5,93 (1H, d, 
NH Asp); 5,11 (2H, s, CUg Z Lys); 4,91 (1H, t, NH Z Lys); 4,57 (2H, m, CH Asp, CH 
Lys); 4,48-4,42 (3H, m, CH Ser, CH^ Fmoc); 4,26 (1H, t, CH Fmoc); 3,85 (1H, dd, CBb 
Ser); 3,74 (3H, s, OCHj Lys); 3,41 (1H, dd, CH, Ser); 3,17 (2H, CH-rNH Lys); 2,88 (1H, 

25 dd, CHj Asp); 2,72 (1H, dd, CH& Asp); 1,48 (9H, s, tBu Asp); 1,84-1,28 (6H, m, CH-CH^- 

CH2-CH2 Lys); 1,22 (9H, s, tBu Ser). 

RMN du ,3 C dans CDC1 3 : 8 « 172.96; 171.74; 171.14 ; 170.52 (CO Lys, 
CO Ser, 2 CO Asp); 157.06; 156.65 (2 O-CO-NH Fmoc et Z); 144.32; 141.94; 137.28; 
129.14; 128.71; 128.41; 127.76; 125.72; 120.65 (C ar Fmoc et Z); 82.59 (C(CH 3 ) 3 Asp); 
30 74.80 (C(CH 3 ) 3 Ser); 68.04; 67,88 (CH 2 Fmoc et CH 2 Z); 61.61 (C*-CH 2 Ser); 53.99 (C*- 
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r H SerV 52 95- 52.70 (OCH 3 Lys rt C»-CH 2 Lys); 52.04 (C«-CH 2 Asp); 47.74 (CH 
f!) ii.32 (CHa-NH-CoTo Lys); 38.25 (C-£H, Asp) ; 32.55 (CH 2 - ™-CC,0 
L^* 29 93 (C^CH, Lys); 28.67 (CfCH,), Asp); 27.97 (^CH,), Ser); 22.99(C.-CH 2 - 

CH 2 Lys). 
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Dans 10 ml de dichloromethane, sont dissous 1 g (3,36.10" 3 mol) de 
Fmoc Gly OH, 0,681g d, pentafluorophenol 0.7.10* mol, 1,1 eq) et *™ « J^ 5 
a 7 10° mol 1 1 eq). Le milieu est abandonne a temperature ambiante pendant 24 neures. 
Le milieu reactionnel est ensuite filtr6, puis le filtrat est concentr6 par 6vaporation SQ us 
pression reduite. Le residu subit une chromatographie flash sur gel de sdxce avec 
Llange eluant acetate d'ethyle / cyclohexane : 5/5. la cristallisation se fan dans .« 
ra elange acetate d'ethyle / cyclonexa*e. 955 mg de 4 sous forme d'une poudre blanche 

sont obtenus. Rendement : 61,3% 

Point de fusion -..156,3-157,4. [a] 20= -U (c, 1, CH 2 C1 2 ). 

RMN du 'H dans CDCI3 :8 = 7,82 (2H, d, ar Fmoc); 7,65 (2H, d, & 
Fmoc); 7,47-7,25 (4H, m, ar Fmoc); 5,40 (1H, t, NH); 4,54-4,42 (5H, m, CH 2 Fmoc, CH 
Fmoc, CH 2 Gly) ^ ^ ^ ^ ^ ^ § = ^ ^ q q ^ ^ m QQ _ 

O); 144,31 ; 142,00; 128,46; 127,77; 125,66; 120,70 (C ar Fmoc); 68,14 (CH 2 Fmoc); 

47,73 (CH Fmoc); 42,87 (CH 2 Gly). 

RMN du 19 F dans le CDCI3: 5 = -152,44 (2F); -157,25 (IF); -161,96 (2F). 





33 

Cette synthese est precedee de la d6protection du tripeptide suivant le 
meme protocole que pour la synthese de ce tripeptide (compose 3). Ce sont 500 mg (6.10 
mole) de 3 qui sont deproteges. Une fois deproteg6, ce peptide est dissout dans 10 ml de 
dichloromethane dans un ballon de 100 ml. 278 mg(6.10" 4 mole, leq) du compose 4 sont 
5 ajoutes au milieu reactionnel. La reaction se fait a temp6rature ambiante sous flux d'azote, 
et est maintenue a pH 8 a l'aide de DIE A. Au bout de 16 heures, la reaction est terminee 
(CCM). Apres evaporation sous pression rdduite du milieu, l'huile residuelle est 
chromatographiee sur gel de silice avec un melange eluant acetate d'ethyle / cyclohexane : 
6/3. Dans un melange d' acetate d'ethyle / cyclohexane, on obtient 426 mg de 5 sous forme 
1 0 d'une poudre blanche. Rendement : 80%. 

Temperature de degradation: 63,7°C. 
[a] D 2o= +4,6 (c, 1, CH 2 C1 2 ). 

RMN du *H dans CDCI3: 8 = 7,76 (2H, d, ar Fmoc); 7,60 (2H, d, ar 
Fmoc); 7,45-7,22 (7H, m, ar Fmoc, NH Lys, NH Ser, NH Asp,); 7,34 (5H, s, ar Z Lys); 

15 5,83 (1H, d, NH Gly); 5,14 (1H, t, NH Z Lys) 5,07 (2H, s, CRg Z Lys); 4,82 (1H, m, CH 
Asp); 4,57 (1H, m, CH Lys); 4,45-4,35 (3H, m, CH Ser, CH 2 Fmoc); 4,20 (1H, t, CH 
Fmoc); 3,89 (2H m, CH^ Gly); 3,75 (1H, dd, CH 2 Ser); 3,68 (3H, s, OCH 3 Lys); 3,39 (1H, 
dd, CH 2 Ser); 3,15 (2H, CH2-NH Lys); 2,88 (1H, dd, CH^ Asp); 2,68 (1H, dd, CH^ Asp); 
1,41 (9H, s, tBu Asp); 1,91-1,29 (4H, m, CH-CHa-CH?. Lys); 1,22 (9H, s, tBu Ser). 

20 RMN du t3 C dans CDCI3: 5 = 173,00; 171,90; 170,75; 170,49; 169,76 

(CO Lys, CO Ser, 2 CO Asp, CO Gly); 157,31; 157,13 (2 O-CO-NH Fmoc et Z); 144,45; 
141,98; 137,27; 129,19; 128,78; 128,42; 127,78; 125,77; 120,68 (C ar Fmoc et Z); 82,78 
(C(CH 3 ) 3 Asp); 74,78 (C(CH 3 ) 3 Ser); 68,05; 67,30 (CH 2 Fmoc et CH 2 Z); 61,60 (C*-CH 2 
Ser); 54,19 (C*-CH 2 Ser); 53,01; 52,72 (OCH 3 Lys et C*-CH 2 Lys); 50,28 (C*-CH 2 Asp); 

25 47,76 (CH Fmoc); 45,26 (CH 2 Gly); 41,38 (CH 2 -NH-C0-O Lys); 37,68 (C*-CH 2 Asp); 
32,58 (CH 2 - CH 2 -NH-CO-0 Lys); 29,99 (C*-CH 2 Lys); 28,67 (C(CH 3 ) 3 Asp); 28,00 
(C(CH 3 ) 3 Ser); 23,03 (C*-CH 2 - CH 2 Lys). 
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La ^protection du pentapeptide 5 se fait dans les memes conditions que 
lors de la synthese du compose 1. 400 mg (4,5.10" 4 mole) du tetrapeptide sont proteges. 
Une fois la deprotection terminee, ce tetrapeptide est dissout dans 15 ml de 
dichloromethane dans un ballon monocol de 50 ml. 219 mg (4,5.10; mole leq) de Boc 
ArgfMix) OH et 188 mg (5,85.10-* mole, l,3eq) de TBTU sont ajoutes. La react.cn se 

, t.- *.™,o fi«v H'n^nte a l'abri de la lumiere et est mamtenue a 

deroule a temperature ambiante sous flux d azote, a 1 aon ae 

P H 8 avec de la DEA. Au bout de 16 heures, la factum est termmee (CCM). Apres 
Lporation sous pression reduite, 1'huile residuelle est ******** » « 
a 1'aide d'un eluant Achate d'emyle/cyclohexane : 9/1. La cnstalbsauon se fait dans 
Vacetate d'ethyle-cyclohexane. 417 mg de 6 sous forme d'une poudre blanche sont 

obtenus. Rendement : 92,5 %. 

Point de degradation : 80,2 °C. 

, c [a] D 2o - -2,9 (c, 1 , CH 2 C1 2 ). .•'<>.; 

RMN du 'H dans CDC1 3 : 5 = 7,64 (1H, d, NH Asp); 7,53 (1H, d, NIL 
G1VV 7 49-7,29 (7H, m, ar Z Lys, NH Lys, NH Ser); 6,54 (1H, s, H ar Mtr); 6,34-6,15 (3|, : . : 
• m 3NH guanidine Arg); 5,65 (1H, d, NH Boc Arg); 5,24 (1H, t, NH Z Lys); 5 10 (2H^ 
CH, zlys); 4,77 (1H, m, CH Asp); 4,46 (2H, m, CH Lys, CH Ser); 4,22 (1H, m, 
20 Arl 3,89-3,70 (3H, m, C& Gly, 1H du CH, Ser); 3,84 

s, OCH, Lys); 3,50 (1H, dd, CH, Ser); 3,21 (2H, m, CH.-CH^-NH Arg); 3 17 (2H CHg, 
MH Lys); 2,90-2,64 (8H, m, 2 CH, Mtr Arg, CH, Asp); 2,15 (3H, s> CH, Mtr Arg); l£ 
1,19 (37H, m, tBu Asp, tBu Ser, tBu Boc Arg, CH-CH 2 -CH a -CH 2 _Lys, CH-CHj-CH, 

25 ^ RMN du "C dans CDC1 3 : 8 = 174,32; 174,13; 172,85; 171,48; 171,35; 

170 92- 170 18 (CO Lys, CO Ser, 2 CO Asp, CO Gly, CO Arg, NH-C-NH Arg); 158,96; 
157 20- 156 55 (2 O-CO-NH Boc et Z, C-OCH3 Mtr Arg); 139,07; 137,25; 137,06; 134,19; 
129 07- 128,87; 128,61; 125,30, 112,28 (C ar Mtr et Z); 82,37 (C(CH 3 ) 3 Asp); 80,53 
(C(CH 3 )3 Arg); 74,63 (C(CH 3 )3 Ser); 67,09 (CH 2 Z); 60,96 <PWJ f 99 

30 Mtr Arg)" 54,57; 54,23 (C*-CH 2 Ser, C*-CH 2 Arg); 52,87; 52,74 (OCH 3 Lys et C*-CH 2 
Z st, (C*-CH 2 As^ 43,92 (CH 2 Gly); 41,25; 40,75 <»*™ «^ 
C !nH Arg); 37,59 (C*-CH 2 Asp); 32,27 ».<=W«»^ g ^f^ 
CH 2 Lys, C*-CH 2 Arg); 28,94; 28,56; 27,86 (C(CH 3 )3 Asp, C(CH 3 ) 3 Ser, C^^J' 
75,93 (C*-CH 2 - CH 2 Arg); 24,74 (C*-CH 2 - CH 2 Lys); 23,06; 18,95; 12,52 (3 CH 3 Mtr 

35 Arg). 
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Dans un ballon de 50 ml, 500 mg (1,01.10" 3 mol) de 
C 8 F, 7 CH 2 CH 2 COOH, 278 mg de H 2 N TYR(OH) OtBu (1,01. 10" 3 mol, 1 eq) et 251 mg de 
5 DCC (1,2.10" 3 mol, 1,2 eq) sont dissous dans 10 ml de DMF. La reaction se fait a 
temperature ambiante pendant 24 heures sous flux d'azote, a l'abrit de la lumiere et est 
maintenue a pH 8 a l'aide de DIEA. Apres evaporation sous pression reduite du DMF, le 
residu est chromatographi6e sur gel de silice a l'aide d'un eluant Acetate 

d'ethyle/cyclohexane : 2/8. 
10 Le produit est cristallisable dans acetate d'ethyle / n heptane. 550 mg de 7 

sous forme d'une poudre blanche sont obtenus. Rendement: 76%. 

Point de fusion :. 

[ct] D 2o= +30,0 (c, 1, CH 2 C1 2 ). 

RMN du 'H dans CDC1 3 : 5 = 6,98 (2H, d, 2H ar Tyr); 6,72 (2H, d, 2H ar 
1 5 Tyr); 6,04 (1H, m, NH Tyr); 4,72 (1H, m, CH Tyr); 3,02 (2H, m, CF 2 -CH 2 -CH2-CO); 2,47 
(4H, m, CFz-CHrCEk-CO, CH^ Tyr); 1,44 (9H, s, tBu). 

RMN du I3 C dans CDC1 3 : 5 - 170,94 (CO-O); 169,52 (CO-NH); 155,13 
(C-OH Tyr); 130,70 (C ar Tyr); 127,82 (C-CH ar Tyr); 115,49 (CH-C-OH ar Tyr); 122.5- 
106.3 (CF 3 (CF 2 ) 7 ); 82,92 (C-(CH 3 ) 3 )); 53,93 (NH-C^-CO); 37,32 (C*-CH 2 ); 27,16 (CH 2 - 
20 CF 2 ); 25,02 (CH 2 -CO). 

RMN du ,9 F dans le CDC1 3 : 8 - -82,17 ; -115,50 ; -122,63 ; -123,49 ; - 

124,25 ; -127,06. 



* 
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380 mg (534.10" 4 mol) du compose 7 sent dissous a froid dans une 
solution TFA / CH 2 C1 2 (3/7). Apres 2 heures d'agitation, la deprotection est terminee. Le 
5 milieu reactionnel est ensuite concentre puis precipite dans l'ether plusieurs fois. Apr<| 
evaporation, une poudre blanche est obtenue (compose 8). * 

150 mg (L32.10" 4 mol) du compose 6 sont dissous dans du methanol. $ 
mg de Palladium sur charbon a 10% sont additionnes a froid. Le milieu reactionnel es| ' 
place sous 8 atmospheres d'hydrogene. Au bout de 2 h 30 la reaction est termmee. Lja 
10 melange est filtre sur celite 521 et le filtrat concentrd sous pression r6duite (compose 9). | f 

Dans un ballon de 50 ml, le compose 9 (1.32.10" 4 mol) est dissout dan| 
10 ml de DMF. 95 mg du compose 8 (MS.IO" 4 mol, 1,1 eq) et 76 mg de TBTU (1,72.10^ 
mol 1 3 eq) sont additionnes. La reaction se fait atemp6rature ambiante pendant 24 heures 
sous flux d'azote, a l'abri de la lumiere et est maintenue a pH 8 a 1' aide de DIEA Le milieu 
15 reactionnel est concentr6 sous pression reduite. Le residu est chromatographiee sur gel de 
silice a l'aide d'un 61uant Acetate d'ethyle. 141 mg de produit 10 sont obtenus sous forme 
d'une poudre blanche. Rendement 65,3%. 

Temperature de degradation: 76,8 °C. 
[a] D 20 =-5,4(c,l,CH 3 OH). 

RMN du 'H dans CD 3 OD: 8 = 7,06 (2H, d, 2H ar Tyr); 6,74 (1H, s, H ar 
Mtr)- 6,69 (2H, d, 2H ar Tyr); 4,80-4,53 (4H, m, CH Asp, CH Lys, CH Ser CH Tyr); 4,04 
(1H, m, CH Arg); 3,88-3,85 (5H, m, CH, Gly, OCH, Mtr Arg) ; 3,72-3,63 (5H, m, OCH, 
Lys CH, Ser); 3,22-2,31 (18H, m, CH 2 -CH,-NH Arg, CH^-NH Lys, 2 CH, Mtr Arg, CH, 
Asp, CF 2 -CH 2 -CHa-CO, CF 2 -CH,-CH 2 -CO, CH, Tyr); 2,15 (3H, s, CH, Mtr Arg); 18 5- 
25 1,20 (37H, m, tBu Asp, tBu Ser, tBu Boc Arg, CH-CgrCH^-CH^Lys, CH-CH,-CH, 

RMN du 13 C dans CDC1 3 : 5 = 179,69; 174,13- 173,95; 172,32; 172,07; 
171,29; 171,10; 170,77; 170,21 (CO Lys, CO Ser, 2 CO Asp, CO Gly, CO Arg, NH-C- 
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NH Arg, CO-NH Tyr, CO-NH, C 8 F n CH 2 CH 2 CONH); 158,49; 156,80; 155,94 (O-CO-NH 
Boc, C-OCHj Mtr Arg, C-OH ar Tyr); 138,10; 136,49; 133,45; 129,97; 127,54; 124,31; 
114,81; 11 1,41 (C ar Mtr, C ar Tyr); 81,22; 79,47 (C(CH 3 ) 3 Asp, C(CH 3 ) 3 Arg); 73,42 
(C(CH 3 ) 3 Ser); 61,12 (C*-CH 2 Ser); 54,61; 52,24; 51,31; 49,91 (C-OCH-, Mtr Arg, C*- 
5 CH 2 Ser, C*-CH 2 Arg, NH-C^-CO Tyr, OCH 3 Lys et C*-CH 2 Lys, C*-CH 2 Asp) ; 42,29 ; 
40,08 ; 38,60 ; 37,15 ; 36,69 (CH 2 Gly, CH 2 -NH-CO-0 Lys, CH 2 -NH-C-NH Arg, C*-CH 2 
Asp, C*-CH 2 Tyr); 30,77 ; 28,92 ; 28,25 ; 27,40 ; 26,96 ; 26,34 ; 25,95 (CH 2 - CH 2 -NH- 
CO-0 Lys, C*-CH 2 Lys, C*-CH 2 Arg, C(CH 3 ) 3 Asp, C(CH 3 ) 3 Ser, C(CH 3 ) 3 Arg, CH 2 - 
CF 2> C*-CH 2 - CH 2 Lys) ; 22,94 ; 22,53 (1 CH 3 Mtr Arg, CF 2 -CH2-CH2-CO) ; 17,42 ; 

10 1 0,7 1 (2 CH 3 Mtr Arg). 

Le compose 10 soumis a Taction d'une solution d'acide trifluoroacetique 
dans le CH2C12 en presence de thioanizole (3 ;5 ;2) pendant 24H conduit au compose B 
qui est isole pur apres precipitation par ajout d'6ther a la solution et chromatographie sur 
colonne Sephadex G50 (eluant H20). Apres lyophilisation le produit B se presente sous 

1 5 forme de poudre blanche. 

B- Tests Biologiques 

La cytotoxicity de cette molecule a ete testee sur des cellules de 
melanome B16, aucune toxicite n'apu etre mesuree jusqu'a des concentrations superieures 
a 1 OOuM. Apres marquage a l'iode 125, cette mol6cule injectee par voie IV a un lot de 
20 souris porteuses d'un melanome s'accumule au niveau du stroma de la tumeur puis diffiise 
lentement au sein de la tumeur (cf Tableau 2) 



Tissu 


15 mn 


30 mn 


Ih 


Tumeur (stroma) 


3,9 ± 0,8 


3,8 ± 0,9 


4,2 ± 0,6 


Tumeur (centre) 


1,7 ±0,6 


1,8 ±0,3 


2,4 ± 0,4 


Sang 


5,8 ± 0,8 


4,5 ± 0,8 


3,6 ± 0,7 


Foie 


4,8 ± 0,8 


2,2 ± 0,6 


2,4 ± 0,7 


Rein 


8,9 ± 1,6 


5,9 ± 0,6 


3,5 ± 0,6 


Thyroi'de 


5,9 ± 1,2 


1 0,2 ± 2,5 


15,3 ±5,3 



Tableau 2 : RadoactivitS mesuree chez des souris porteuses de 
25 melanome B16 apres injection par voie IV de la molecule B (10 ^iCi/animal). 
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REVENDICATIONS 



1 . Compose repondant a la formula (I) ci-dessous 



R lAA 3 ]a3-[AA 2 ]a2-[AA 1 ] 



(X)x 
PA 



Y 



(I) 



10 



15 



20 



25 



30 



biologique ; 



amine 



Oet 1 



dans laquelle : 

PA represente un principe actif susceptible d'agir sur une' cible 
x represente un entier choisi parmi 0 et 1 ; 

X represente une chaine peptidique comprenant de 1 a 5 acides amines 



AAu AA2, AA3, identiques ou diff6rents, representent chacun un acide 
a 2 , a3, identiques ou differents, representent chacun un entier choisi paraii 

■>'; 

R represente un groupement choisi parmi : ^ 
- toute molecule susceptible d'etre reconnue par la cible v du 



principe actif PA, 



et 



m 

- un agent hydrophile permettant la modulation de la balance HLB 
de la molecule de formule (I), 

Y represente une chaine hydrocarbonee fluoree en C4-C12 comportant un 

?\ 

groupement -■ c *~ , —NH-, -O-CO-NH-, S ou O permettant son rattachement soit a Tune des 
extremites de la chaJne peptidique[AA3] a 3-[AA 2 ]a2-[AAi], soit sur la chaine laterale de Tun 

des acides amines AA|, AA2, AA3 ; 

la liaison entre PA-(X) X et la chaSne [AA 3 ]a3-[AA2]ar[AAi]se faisant 

avec la chaine laterale de Tun des acides amines AAi, AA2, AA3 ou en extrernite de la 
chaine peptidique. 

2. Compos6 selon la revendication 1, caracteris6 en ce que le principe 
actif est choisi parmi ceux ayant une activite anticanc6reuse, une activite anti radicaux 
libres, anti-inflammatoire, antiseptique, analgesique, neuroleptique, antifongique. 
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3. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 et 2, caracterise 

en ce que le priricipe actif est une molecule lineaire rarnifiee ou cyclique comportant de 1 a 

30 atomes de carbone, une ou plusieurs insaturations, notamment un ou plusieurs cycles 

aromatiques, et une ou plusieurs fonctions choisies parmi : -0-, -S-, -OH, -SH, -CI, -F, -Br, 

O 

-I — N— , -NH-, -NH 2 , — C— t -COH, -COOH, -CONH 2 , -COO-, -CONH-, 

O 
II 

O — S— O O O 

— S- O — O-C-O- — NH-C-O- -NH-C-NH- , =NH, 

s S S _A-n* 

II II II 7 ° 

—O-C-O— —NH-C-O -NH-C-NH N=0, ' 



■CON: 



O 



O o o 



_ 0 -P-0- -O-P- -O-P-H , -HC-P-OH 

i 6 O OHOH 



i 



i i 



10 4. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 3, caracterise 

en ce que 1'acide amine relie a PA-(X) X - ou a Y par sa chaine laterale est choisi parmi ceux 
comportant une fonction acide, amide, amine, thiol, alcool sur leur chaine laterale. 

5. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 4, caracterise 
en ce que le bras espaceur X comprend 1 a 3 acides amines. 

15 6. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 5, caracterise 

en ce que R est choisi parmi : les monosaccharides, les derives amines de sucres, les 
polysaccharides, les hormones naturelles ou synthetiques, les peptides, les anticorps, les 
polyethers, les polyols, 

7. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 6, caracterise 
20 en ce que R est un peptide choisi parmi les fragments d'anticorps ou epitope ayant une 

affinite prononcee pour la cible biologique de PA 

8. Compose selon la revendications 7, caract6rise en ce qu'il comporte au 
moins une sequence peptidique choisie parmi la sequence Arg-GIy-Asp. 

9. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 8, caracterise 
25 en ce que R est constitu6 d'une chaine polyoxyde d'ethylfene comprenant de 5 a 30 unites 

oxyde d' ethylene ou d'un polyol constitue d ! une chaine alkyle comprenant de 4 a 16 
atomes de carbone et de 4 a 16 groupements hydroxyle. 

10. Compos6 selon Tune quelconque des revendications 1 a 9, caracteris6 
en ce que R est choisi parmi : le glucose, le fructose, le mannose, le galactose, le ribose, la 

30 glucosamine, le lactose, le cellobiose, le maltose, le lactobionamide, le saccharose. 
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11 Compose selon l'une quelconque des revendications 1 a 10, 
caracterise en ce que l'un au moins du bras espaceur X, de la chaine peptidique [AA 3 ]a3- 
[AA 2 ]a2-[AAi] et de R comporte au moins un residu tyrosine. 

12 Compose selon l'une quelconque des revendications 1 a 11, 
caracterise en ce que la chaine hydrocarbonee fluoree Y est choisie panhi celles fondant 

ll_ 

a la formule A-Y' dans laquelle A represente un groupement choisi parmi : - C . -NH- ■ , . - 
0-CO-NH-, S, O et Y' represente une molecule repondant a la formule -(CH 2 )KCr 2 ) r ±-, 
dans laquelle r et t representent deux entiers avec : 12 £ r+t > 4. 

13. Molecule biologiquement active comportant un fragment de formule 



10 (II) : 



R (AAslaa-tAA^aa-tAAi] 

i 



L 



t 

« ■ 

! 



(X)x 
I 

(II) 



15 amine 



Oet 1 



dans laquelle x represente un entier choisi parmi 0 et 1 ; 
X represente une chaine peptidique comprenant de 1 a 5 acides amines, & 
AAi, AA 2 , AA 3 , identiques ou differents, representent chacun un acjde 

. ■ - » 

a 2 , as, identiques ou differents, representent chacun un entier choisi parmi 



R est choisi parmi les monosaccharides, les derives amines de sucres, les 
polysaccharides, les polyethers, les polyols, les peptides, les hormones naturelles ou 

20 synthetiques, les anticorps ; 

Y represente une chaine hydrocarbonee fluoree en C 4 -Q 2 comportant un 

■O 

groupement - C- ,-NH, -O-CO-NH-, S, O permettant son rattachement soil a Tune des 
extremes de la chaine P e P tidiqueCAA3]a3-[AA 2 ] a2 -[AA 1 ], soit sur la chaine laterale de l'un 

des acides amines AAi, AA^ AA 3 . ,^11 
25 14. Utilisation d'un fragment de molecule de formule (H) selon la 

revendication 1 3 pour favoriser la biodisponibilite d'un principe actif. 

15. Compose selon l'une quelconque des revendications 1 a 10, 

caracterise en ce qu'il repond a la formule (la) : 
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Su — [AA.,] 



(X)x 
PA 
(la) 

dans laquelle : 

Su represente un groupement choisi parmi un monosaccharide, un derive 
amine de monosaccharide, un polysaccharide, un polyol ou un polyether; 
5 AAi represente un acide amine portant une fonction acide, amine, alcool, 

thiol, sur sa chaine laterale, par l'intennediaire de laquelle il est relie soit a (X) X -PA soit a 
Y; AAi est relie a Su et soit a (X) X -PA, soit a Y, par ses extrdmites N- et C-terminales ; 

PA represente un principe actif susceptible d'agir sur une cible 

biologique ; 

10 x represente un entier choisi parmi 0 et 1 ; 

X represente une chaine peptidique comprenant de 1 a 5 acides amines ; 

Y represente une chaine hydrocarbonee fluor6e en C4-C32 comportant une 
O 
II 

fonction choisie parmi - G " ,-NH, -O-CO-NH-, S, O permettant son rattachement soit a 
l f une des extr^mites de Tacide amine AAi, soit sur la chaine lat&ale de AAi. 
15 16. Compose selon la revendication 15, caracterise en ce que Tune ou 

plusieurs des conditions ci-dessous sont v6rifiees : 

- Su represente xm mono ou un polysaccharide ; 

- X represente un bras espaceur de nature peptidique comportant au 
moins un residu tyrosine ; 

20 - AAi represente un acide amine choisi parmi Targinine et la lysine ; 

- Y represente une chaine hydrocarbonee fluoree en C&-C\2 comportant 
de 5 a 23 atomes de fluor, reliee k Pacide amine AAi par une fonction -NH-. 

17. Compose selon la revendication 16, caracterise en ce que le principe 
actif est choisi parmi les molecules susceptibles de bloquer le processus d'angiogenfese, 

25 notamment le thalidomide. 

18. Compose selon la revendication 17, caracterise en ce qu'il repond a la 

formule A : 



1 w aepot Modifiee le 24/04/0 




Molecule A 



19. Compos<§ selon la revendication 15> caracterise en ce que le principe 
5 actif PA est choisi parmi les agents anti-radicalaires, notamment les derives du N- 

benzylidene tertiobutyl amine oxyde. 

20. Compose selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il repond at% 

formule E : 

IIS* 




Molecule E 

15 21. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, 

caracterise en ce qu ! il repond a la formule (lb) : 



Pep-[AA,]-Y 
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HOOH 




Molecule A 

19. Compose selon la revendication 15, caracterise en ce que le principe 
actif PA est choisi panni les agents anti-radical aires, notamment les derives du N- 
benzylidene tertiobutyl amine oxyde. 

20. Compose selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il repond a la 

formule E : 



10 



OH 

OH O h 



HOOH 

^ — q 




OH 




Molecule E 



15 



2 1 . Compos6 caracterise en ce qu'il repond a la formule (lb) 



Pep-[AA,]-Y 



(lb) 
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5 



10 



(lb) 

dans laquelle : 

AA, represente un acide amine portant une fonction acide, amine, alcool 

ou thiol, sur sa chaine laterale, 

Y represente une chaine hydrocarbonee fluoree en C 4 -C 12 comportant une 
O 

fonction choisie parmi - C- ,_NH, -O-CO-NH-, S, O permettant son rattachement so* a 
I'une des extr6mit6s de l'acide amine AA„ soit sur la chaine laterale de AA, 

Pep represente une chaine peptidique comportant de 2 a 1U, 

preferentiellement de 4 a 6 acides amines. 

22. Compose selon la revendication 21, caracterise en ce que Pep ou AA, 

■ • 

comporte au moins un motif tyrosine. mr t*ri^ 

23. Compose selon la revendication 21 ou la revendicauon 22, caractense 

en ce que Pep comporte une sequence argine-glycine-acide aspartique. 
en ce que rep ^ Compojj , ^ 1W que i conq ue des revendicauons 21, 22 ou_23, 



1 5 caracterise en ce qu'il repond a la formule B : 



■ 



fa 




Arg 

NH 



Mol6cule B 



20 



25. Compose selon Tune queiconque des revendications 1 a 12, 
caracterise en ce qu'il repond a la formule (Ic) : 



dans laquelle ; 

■ 

AA| represente un acide amine portant une fonction acide, amine, alcool 

ou thiol, sur sa chalne lateral e, 

Y represente une chaine hydrocarbonee fluoree en C4-C12 comportant une 
O 
II 

fonction choisie parmi ~ c ~ ,-NH, -O-CO-NH-, S, O permettant son rattachement soit a 
Tune des extremit£s de l'acide amine AAi, soit sur la chaine laterale de AA|. 

Pep represente une chaine peptidique comportant de 2 a 10, 
preferentiellement de 4 a 6 acides amines. 

22. Compose selon la revendication 21, caract6ris6 en ce que Pep ou AAi 

comporte au moins un motif tyrosine. 

• 23. Compose selon la revendication 21 ou la revendication 22, caracterise 

en ce que Pep comporte une sequence argine-glycine-acide aspartique. 

24. Compose selon Tune quelconque des revendications 21, 22 ou 23, 

caracteris£ en ce qu'il repond a la formule B : 




Molecule B 



25. Compose selon Tune quelconque des revendications 1 a 12, 
caracterise en ce qu'il repond a la formule (Ic) : 
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Pe^AAi] — Y 



10 



15 



(X)x 
PA 
(Ic) 



dans laquelle : 

PA represente un principe actif susceptible d'agir sur une able 



biologique ; 



Pep represente une chaine peptidique comportant de 2 a 10 acides amines 
x represente un entier choisi parmi 0 et 1 ; 

X represente une chaine peptidique comprenant de 1 a 5 acides amines ; 
AAt represente un acide amine portant une fonction acide, amine, .^cooi, 

» 

thiol, sur sa chaine laterale, 

Y represente une chaine hydrocarbonee fluoree en C 4 -C 12 comportant une 
O % 
fonction choisie parmi - C- ,-NH, -O-CO-NH-, S, O permettant son rattachemen|soit a 
l'une des extrernites de l'acide amine AAt, soit sur la chaine laterale de AA,. . £ 

26. Compose selon la revendication 25, caracteris6 en ce que l'une ou 

« 

plusieurs des conditions ci-dessous sont verifies : 

Pep est un peptide reconnu par les integrines aVp3 et PA est un agent 

antimitotique ; 

X, Pep ou AAi comporte au moins un r6sidu tyrosine, 

90 X represente une chaine de 1 a 3 acides amines, 

27. Compose selon la revendication 25 ou la revendication 26, caractense 

en ce qu'il r6pond a Tune des formules C et D : 
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H 




Molecule C (Ara-C) 




Molecule D (Melphalan) 



28. Compos6 selon la revendication 25, caractSrise en ce que PA est 
radryamicine et X ou Pep comporte un fragment Gly-Phe-Leu-Gly. 

29. Compose selon la revendication 25, caracterise en ce que PA est 
choisi parmi le melphalan, le 5-fluorouracile, I'imitinib mesylate. 

30. Composition pharmaceutique comprenant un compose selon Tune 
quelconque des revendications 1 k 12 et 15 a 29 dans un support pharmaceutiquement 
acceptable. 

31. Utilisation d'un compose de formule A, C ou D selon Tune des 
revendications 18 et 27 pour la pr6paration d'une composition pharmaceutique destin6e k 
prevenir et/ou traiter le cancer. 
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32. Utilisation d'un composd de formule B selon la revendication 24 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a detecter la presence de 

cellules cancereuses. T 

33. Utilisation d'un compose de formule E selon la revendication 20 pour 

la preparation d'une composition pharmaceutique destinee a prevenir et/ou trailer les 

pathologies liees au stress oxydatif et a la formation des especes radicalaires oxygenees. 



Synthese chimique du vecteur dote d'un spin-trap derive de la PBN 



F F F F 




1> DCC, HOBT, CH 2 CI 2 I Hi? T F T F *l F T 



O F F F F 



HN 




O 5 



1/TFA, CH2CI2, 20°, 3H 
21 Lactobionolactone, MeOH, TEA, 65°C 
3/ Ac 2 O t Pyridine, 20°C 




1/ H2/Pd/C, EtOH 

21 2, CH2Cl2 ( 20*C 

3/ MeONa, MeOH, 20°C 



HOOH J-OH OH ?\ 

HoS^^ 



P o 




2 






HA1IOHJU.DS 
LAPttarOtOTB 



BREVET D'QffBViApOft 
CERTIFICAT D'OTILITE 

Code de la propriety tntellectuelle - Livre VI 




N° 11235*03 



DEPARTEMENT DES BREVETS 
26 bis, rue de Sainl Petersbourg 

5ta£ SS 5304 53 04 Tefccopie : 33 (I) 42 94 86 54 



DESIGNATION D'INVEKTEUR(S) Page N° 1 . . / ? . . 



Vos references pour ce dossier (faatltatif) 



(A fournir dans le cas ou les demandeurs et 
les inventeurs ne sont pas les m§mes personnes) 

Cet imprime est a remplir lisiblement a I'encre noire 
VCca qF1578/2 FR 



W° 0' EMREGlSTR£MeKT MATtOMftL 

TITRE E>E L'INFtf Ei8ti0W (200 caracteres ou ©spaces maximum) 

NOUVEAUX VECTEURS MOLECULAIRES AMPHIPHILES FLUOROCARBONES A USAGE 
BIOMEDICAL ET MEDICAL. 



. D8 L13 <2 W / 27060) 



LE(S) DEMANDEUR(S) : 

- SALLES Jean-Pierre agissant au nom et pour le compte de la Soctete d6nomm6e 
TS PHARMA, Societe en cours de formation. 
830 Chemin de Vergon 

- 1 UNrVEr^TE L DWlGNON ET DES PAYS DU VAUCLUSE 
74, rue Louis Pasteur 
84029 AVIGNON CEDEX 1 

DESIGNE(OT) Eft TAOT QUMNVENTEUR(S) : 



Nom 

i 

PrSnoms 



Adresse 



Rue 



PUCCI 
Bernard 

12, Avenue des Alpilles 



Code postal et ville 



i1 3 9;4,0t MQLLEGES 



Societe d'appartenance (fac ultatij) 

Nom 
Pr6noms 



Adresse 



Rue 



POLID OR1 
Ange 

16D, Avenue de la Synagogue 



Code postal et ville 



Societe d'appartenance (faadtalif) 

Nom 
Pr6noms 



Adresse 



Rue 



Code postal et ville 



Societe d'appartenance (facultalifi 



CONTINO- PEPIN 
Christiane 



10, lotissement "La Garance' 



18 4 2 1 ,0 I ALTHEN DES PALUDS 



W y a plus de trois inven teurs, utilisez pl usfeurs fo nnulalres. Indiguez en ha u t i drolte le N° c^age suM du nombre de pages. 

DATE ET SIGWATURE(S) 
DU (DES) DEWIANDEUR(S) 

OU DU MANDATAIRE ^ J^"" ^ 

(Mom at qualftt du signatalre) 

Beatrice ORES 
N° 92-4046 




E T tal m*a du 6 ianvier 197 Relative a rinformafique. aux fichiers et aux libertes ^ onses feiteS * ce 

Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour les donnees vous concernant aupres de I iinki. 



SKPI 




ItlUTItUT 
HATtOttAL DC 

la pitopmera 

IHQQSTftlllLC 



CERTIFICAT D'UTILIT^ 

Code de la propfttte inteltectueile - livre VI 



mm 




N° 11235*03 



DfePARTEMENT DES BREVETS 

26 bis, rue de Saint Petersbourg 
75800 Paris Cedex 08 

Telephone : 33 (1) 53 04 53 04 Ttfecopie : 33 (1) 42 94 86 54 



BESIGM&TIOW D'IWVEffTEUR(S) Page N° ?../?.. 

{A fournir dans le cas ou ies demandeurs et 

ies inventeurs ne sont pas Ies memes personnes) 



NOV 



Vos rfittrences pour ce dossier (facultatif) 



W° D F EMBtE€ISTREBflEWT WgngWAL 



Cet imprime est a remplir lisiblement a l'encre noire 



C8 1I33W/Z70MI 




VCcagF 1278/2 FR 



T1TRE DE l/IMVESfHOM (200 caractferes ou espaces maximum) 

NOUVEAUX VECTEURS MOLECULAIRES AMPHIPHILES FLUOROCARBONES A USAGE 
BIOMEDICAL ET MEDICAL. 



LE(S) DEB^DEUK(S) : 

- SALLES Jean-Pierre agissant au nom et pour le compte de la Societe d£nommee 
TS PHARMA, Society en cours de formation. 

830, Chemin de Vergon 
13510 EGUILLES 

- UNIVERSITE D'AVIGNON ET DES PAYS DU VAUCLUSE 
74, rue Louis Pasteur 

84029 AVIGNON CEDEX 1 

DESIGWE(OT) EN TAWT QU'ISWEWTEUK(S) : 




Adresse 


Rue 


105 route d'Avignon 


Code postal et ville 


13 0 6 5 01 ROCHEFORT DU GARD 


Societe d'appartenance (facultatif) 






PERINO . 


PrSnoms 


Sandrine 


Adresse 


Rue 


Chemin de Rayalette 


Code postal et ville 


13 0 3j9 0 I DOMAZAN 


Societe d'app 


tartenance (facultatif 






DATE ET SIGNATURE^) 
DU (DES) DEftlAftDEUR(S) 

OU DU K2AQDATAIRE r 
(Worn et quaiite du signataire) *cf"^ 

Beatrice ORES ^ — 5^ 
N° 92-4046 



La loi n°78-17 du 6 janvier 1978 relative h Hnforrnatique, aux fichiers et aux libertes s'applique aux reponses feites a ce formulaire. 
Elle garantit un droit d'acces et de rectification pour Ies donnees vous concernant aupres de F1NPI. 



r 



This Page is Inserted by IFW Indexing and Scanning 
Operations and is not part of the Official Record 



Defective images within this document are accurate representations of the original 
documents submitted by the applicant. 

Defects in the images include but are not limited to the items checked: 

□ BLACK BORDERS 

□ IMAGE CUT OFF AT TOP, BOTTOM OR SIDES 



JL1 FADED TEXT OR DRAWING 

□ BLURRED OR ILLEGIBLE TEXT OR DRAWING 

□ SKEWED/SLANTED IMAGES 

□ COLOR OR BLACK AND WHITE PHOTOGRAPHS 

□ GRAY SCALE DOCUMENTS 

□ LINES OR MARKS ON ORIGINAL DOCUMENT 

& REFERENCE(S) OR EXHIBIT(S) SUBMITTED ARE POOR QUALITY 

□ OTHER: 

IMAGES ARE BEST AVAILABLE COPY. 
As rescanning these documents will not correct the image 
problems checked, please do not report these problems to 
the IFW Image Problem Mailbox. 



BEST AVAILABLE IMAGES 




